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RNAP: RNA polimerasa 
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SPR: Resonancia en superficie de plasmón (Surface Plasmon Resonance) 
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1. Control de la asimilación de nitrógeno 
 
El nitrógeno es un elemento esencial para la vida, ya que es parte 
de aminoácidos, nucleótidos, aminoazúcares, NAD y otros cofactores. En 
consecuencia los microorganismos y las plantas han desarrollado 
mecanismos para asimilarlo a partir de diversas fuentes inorgánicas del 
mismo, entre las que se encuentran el amonio, nitrito, nitrato, 
aminoácidos, cianato y dinitrógeno (1-3). Dichos procesos de asimilación 
están fuertemente regulados, reprimiéndose las vías de asimilación de 
ciertas formas de nitrógeno cuando están disponibles otras más fácilmente 
asimilables. Generalmente el amonio es la fuente preferida de nitrógeno, 
debido a que su incorporación resulta menos costosa en términos de 
energía y poder reductor, que por ejemplo la asimilación de nitrito, nitrato 
y sobre todo de dinitrógeno atmosférico (1-3), todos los cuales deben ser 
reducidos antes de poder ser captados en la materia orgánica (1). El 
amonio es asimilado directamente por la acción combinada de la 
glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT) usando 2-
oxoglutarato (2OG) para dar glutamato, que luego provee el nitrógeno 
necesario para fabricar otros aminoácidos (4) (Fig. 1).  
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Fig. 1. Esquema de la asimilación de amonio en microorganismos a través del ciclo 
glutamina sintetasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT) en (A) y ciclo de Krebs interrumpido 
de cianobacterias (5) en (B). Observando el ciclo GS/GOGAT (en A) se puede entender 
por qué los niveles de amonio y 2OG son inversamente proporcionales.  
 
2. La proteína transductora de señales PII 
  
En el control de los procesos de asimilación del nitrógeno es 
fundamental la acción de la proteína transductora de señal PII. PII es una 
de las proteínas señalizadoras más antiguas y ampliamente distribuidas, 
encontrándose en todos los dominios de la vida excepto en animales (1, 3, 
6, 7). PII es capaz de detectar e integrar señales de abundancia de 
nitrógeno, carbono y energía, gracias a su capacidad para unir 2OG y 
ATP/ADP, y por ser en muchos organismos fosforilada, uridililada o 
adenililada (3, 6, 8-10). PII transmite esta información al interaccionar y 
modular la actividad de diversas proteínas diana, entre las que se 
encuentran enzimas, canales y proteínas reguladoras de la expresión de 
genes implicados en el metabolismo del nitrógeno y carbono (1, 3, 6, 7, 
11, 12).  
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2.1 Perspectiva histórica 
 A finales de los años 60, estudios pioneros sobre la regulación de 
la GS en la bacteria Escherichia coli (13) llevaron al descubrimiento de la 
proteína PII, que fue llamada de esta forma porque fue el pico número 2 
en una filtración en gel (14). En dichos estudios se vio que la proteína PII 
era capaz de modular la actividad de la GS actuando sobre la 
adenililtransferasa (GlnE), que adenilila o desadenilila a GS. También se 
observó que esta capacidad para regular a la GS dependía a su vez de la 
modificación o no modificación covalente de la proteína PII por 
uridililación de un residuo de tirosina. Dicha uridililación, que es llevada 
a cabo por el enzima bifuncional GlnD (que posee actividad 
uridililtransferasa y también desuridililante), se produce en función del 
balance nitrógeno/carbono en la célula, ya que los efectores alostéricos 
son el 2OG (unido por PII) y la glutamina (unida por la GlnD), que son 
respectivamente el precursor y el producto de la asimilación del amonio. 
Por tanto niveles elevados de glutamina y bajos de 2OG reflejan niveles 
elevados celulares de nitrógeno, mientras que niveles bajos de glutamina 
y altos de 2OG reflejan niveles bajos de N en la célula. El 2OG es a su 
vez el nexo de unión entre el metabolismo del carbono y el del nitrógeno, 
al ser simultáneamente un intermediario en el ciclo de Krebs y 
proporcionar el esqueleto carbonado necesario para la asimilación del 
amonio (15). Este hecho es de especial relevancia en cianobacterias, pues 
poseen un ciclo de Krebs incompleto (5) y todo el 2OG se utiliza como 
esqueleto carbonado para la asimilación de amonio, convirtiéndose esta 
molécula en el indicador clave del balance N/C celular (Fig. 1B) 
 Estudios posteriores han involucrado a la proteína PII en el control 
de numerosos procesos relacionados con el metabolismo del nitrógeno y 
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también del carbono (16), por lo que se la considera como una de las 
proteínas clave en la regulación de procesos metabólicos centrales en 
microorganismos y plantas (6), principalmente coordinando la regulación 
del metabolismo del nitrógeno. La proteína PII ha sido el objeto de 
numerosas revisiones (1, 3, 6, 7, 12, 16-22) que siempre subrayan la 
importancia de dicha proteína.  
 
2.2 Propiedades generales y estructura de la proteína PII 
 PII es una proteína trimérica de 12-13 kDa por subunidad, que 
poseen una secuencia altamente conservada (ver Fig. 24 en la pag. 84) asi 
como esencialmente la misma estructura tridimensional en todos los 
organismos en que se ha determinado dicha estructura (23-35). El trímero 
de PII posee una forma hemisférica, de cuya cara plana sobresalen tres 
grandes lazos muy flexibles llamados lazos T,  implicados generalmente 
en la interacción con sus proteínas diana (1, 3, 6, 7). 
 
Fig. 2. Estructura de la proteína PII de (A) Escherichia coli [código PDB 2PII] con ATP 
unido (representado como esferas) y de (B) Synechococcus elongatus (código PDB 
1QY7) sin ligandos. Cada subunidad está coloreada diferentemente. Se señalan los 
lazos T y B en una de las subunidades y la estructura secundaria en la forma de E. coli. 
En ambos casos se ha utilizado representación de cintas, viéndose la molécula a través 
del eje ternario (perpedicular al papel) con la cara plana próxima al lector. 
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  Cada subunidad posee una topología βαββαβ, correspondiente a 
un plegamiento de tipo ferredoxina, con las α-hélices mirando hacia 
afuera y las hojas β formando el núcleo interno y proporcionando los 
contactos entre subunidades (Fig. 2).  
 
Fig. 3. Estructura de la proteína PII (A-C) ilustrando varias conformaciones del lazo T. En 
las tres vistas el eje ternario queda en vertical y cada subunidad está coloreada 
diferentemente. (A) PII de Methanococcus jannaschii [código de PDB 2J9C] con MgATP 
unido (32). La esfera negra corresponde a la serina que es fosforilada en cianobacterias. 
(B) PII (GlnK) de E. coli con ADP unido (código PDB 2NUU), sacada del complejo con el 
canal de amonio AmtB (36). La esfera negra corresponde a la tirosina que es uridililada. 
(C) PII de S. elongatus con MgATP y 2OG unido (código PDB 2XUL) (37). (D) Detalle del 
sitio de unión del 2OG (37). 
 
Además posee tres lazos, el anteriormente nombrado lazo T, y los 
lazos B y C. En el extremo del lazo T se encuentran los residuos Y51 y 
S49, que en unas u otras especies pueden ser modificados covalentemente 
por uridililación/adenililación y fosforilación, respectivamente. Entre las 
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subunidades del trímero existen unas hendiduras formadas entre los lazos 
B y T de una subunidad y el lazo C de la subunidad vecina. El MgATP o 
el ADP y el 2OG se unen en dichas hendiduras (Fig. 3), influyendo en la 
conformación del lazo T y modulando por tanto la interacción de PII con 
sus múltiples dianas (24, 32, 37). 
 
2.3 Tipos de proteína PII  
 Las proteínas PII forman una gran superfamilia, que abarca 
bacterias, arqueas, algas, hongos y plantas, y en la que se pueden 
distinguir tres subfamilias: GlnB/K, NifI y PII-NG (acrónimo de PII- 
nuevo grupo) (3, 21). Además, y aunque no estén incluidos en esta 
superfamilia, cabe destacar la existencia de la proteína CutA, presente en 
todos los dominios de la vida y que posee una gran similitud con PII en su 
estructura tridimensional (38-40) (Fig. 4). Cut A está implicada en 
bacterias en tolerancia a metales y en animales en el anclaje de la 
acetilcolinesterasa en la membrana sináptica (41).  
 
Fig. 4. Estructura de la proteína CutA de Homo sapiens (código de PDB 1XK8). 
Coloreada y orientada como los trímeros de PII de la figura 2. 
 
De las proteínas PII, las de la familia PII-NG han sido poco 
estudiadas, sugieréndose para ellas en base a la organización génica, que 
puedan tener una función relacionada con la resistencia a metales pesados 
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(21) proveyendo quizás un vínculo con las proteínas CutA. En cuanto a la 
subfamilia NifI, estaría implicada en el control de la fijación del nitrógeno 
de arqueas y algunas bacterias anaeróbicas (3). La subfamilia más 
estudiada es la de GlnB/K, en la que también se incluyen GlnJ y GlnZ 
(estas últimas solo presentes en α-proteobacterias, coexistiendo con 
GlnB). GlnB y GlnK son parálogos, generados por una duplicación muy 
temprana en la evolución (3, 21), con funciones redundantes en muchos 
casos. El gen para GlnK está adyacente al del canal de amonio AmtB. 
Muchos organismos como por ejemplo E. coli, mantienen glnK y glnB en 
el genoma, mientras otros organismos solo poseen el gen para una de 
ellas, como es el caso de cianobacterias y eucariotas fotosintéticos, que 
solo poseen GlnB, o en algunos organismos donde solo parece 
encontrarse GlnK (arqueas, bacterias gram positivas y γ-proteobacterias) 
(3, 21). 
 
2.4  Regulación de PII  
 Como ya se ha comentado previamente, PII actúa detectando e 
integrando las señales de abundancia de nitrógeno, carbono y energía, y 
esto lo puede hacer percibiendo las señales de dos modos diferentes, uno 
que está universalmente conservado en las PIIs de todos los organismos y 
que se basa en su capacidad de unir 2OG (cuyos niveles se incrementan 
en situaciones de escasez de nitrógeno), ATP o ADP, y un segundo modo, 
que complementa al anterior, que no está universalmente conservado y 
que se basa en la modificación covalente del lazo T, ya sea por 
fosforilación, uridililación o adenililación. 
 Cada trímero de PII puede unir, en las tres hendiduras existentes 
entre dos subunidades, hasta tres moléculas de ADP o ATP. Ambos 
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nucleótidos compiten por el mismo sitio (Fig. 3). El 2OG se une sólo 
cuando hay MgATP previamente unido, uniéndose también hasta tres 
moléculas de 2OG por trímero (7). Esto es así porque además de a varios 
residuos de PII, el 2OG se une a un ión Mg2+ que está coordinado por los 
tres fosfatos del ATP (24, 37). El ADP, al menos en E. coli y S. elongatus, 
antagoniza la unión del 2OG (42, 43), debido a la competición directa con 
el ATP y quizá al hecho de su menor afinidad por el magnesio y diferente 
forma de coordinarlo, por lo que el 2OG no puede unirse. La unión del 
ATP y del 2OG a sus tres sitios exhibe cooperatividad negativa, lo que 
implica que PII puede detectar un amplio rango de concentraciones de 
2OG y ATP (6).  
 La unión de ADP o MgATP, o de MgATP/2OG, resulta en 
diferentes conformaciones del lazo T, consecuentemente modulando la 
interacción de PII con sus dianas. Esto es debido a que en presencia de 
cada uno de estos efectores se producen diferentes contactos con la base 
del lazo T, alterando la estructura del lazo. Así, el ADP parece promover 
un lazo T extendido verticalmente en dirección perpendicular a la base 
plana del trímero (32, 36, 44) (Fig. 3B); el MgATP se asocia a una 
conformación compacta del lazo T (Fig. 3A), similar a una pierna 
flexionada (32), mientras que en presencia de MgATP-2OG (Fig. 3C,D) 
ninguna de las dos conformaciones anteriores es posible, promoviéndose 
una conformación del lazo T que queda en el mismo plano que la base 
plana del trímero (24, 37). 
 El segundo modo de regulación de PII es el basado en la 
modificación covalente de un residuo del lazo T, modificación que se da 
en condiciones de escasez de nitrógeno, requiriéndose alta concentración 
de 2OG para la misma. En proteobacterias la modificación consiste en la 
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uridililación (8) de la tirosina 51 (numeración de E. coli), por GlnD, que, 
como ya se ha dicho también es capaz de desuridililar cuando hay bajas 
concentraciones de 2OG y altas de glutamina (GlnD es capaz de unir 
glutamina) (45, 46). En algunas bacterias gram positivas se produce una 
adenililación del mismo residuo de tirosina, por un enzima homólogo a la 
GlnD de proteobacterias (9). Por último, en algunas cianobacterias se 
puede fosforilar una serina próxima a esta tirosina, la S49 (numeración en 
Synechococcus elongatus), sin que se haya identificado quien realiza esta 
fosforilación que sucede en condiciones de bajo nitrógeno (17). La 
fosfoserina es desfosforilada en condiciones de alto nitrógeno por una 
fosfatasa de la familia PPM (Proteína Fosfatasa Mn2+/Mg2+ dependiente) 
(17, 47). 
 
2.5 Funciones y dianas de la proteína PII  
 PII, tras la detección de las señales de abundancia de 
nitrógeno/carbono/energía, responde interaccionando o dejando de 
interaccionar con dianas relacionadas con el metabolismo del nitrógeno 
que pueden clasificarse globalmente como pertenecientes a uno de los 
siguientes tres grupos de moléculas o procesos (6): 1) enzimas 
metabólicos con propiedades reguladoras; 2) canales implicados en el 
transporte de amonio, nitrato, nitrito y bicarbonato; y 3) sistemas de 
regulación de la expresión génica. La actividad de la proteína/sistema 
receptor puede verse inhibida o activada, respondiendo de esta forma a las 
señales integradas por PII (6).  
Introducción          
   
 12
Se han identificado (3, 11) numerosos receptores directos de PII 
(Fig. 5). Además se sabe que PII está implicado en varios procesos como 
controlar la actividad de nitrato reductasas, en el transporte de 
nitrito/nitrato, transporte de bicarbonato, etc (47-50), para los cuales 
todavía no se ha encontrado un receptor directo de PII.  
 
Fig. 5. Dianas identificadas de PII en diversos organismos. PII-X se refiere a las formas 
uridililadas, adenililadas o fosforiladas de PII. [Modificado de (3) y actualizado con dianas 
descubiertas posteriormente a la publicación de (3)]. 
 
De todos los receptores conocidos de PII quizá el más extendido 
sea el canal de alta afinidad para amonio AmtB (o Amt1), pues se ha 
demostrado la interacción en bacterias gram positivas, en α y γ 
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proteobacterias y en arqueas (3). En cianobacterias, aunque no se ha 
demostrado la interacción directa, se ha establecido la influencia de PII en 
el transporte de amonio (51). Se ha publicado la estructura cristalina del 
complejo AmtB-PII (36, 44), estando compuesta por un trímero de PII y un 
trímero de AmtB (Fig. 6). En dicho complejo los lazos T de PII están 
completamente extendidos perpendicularmente a la superficie plana del 
cuerpo del trímero de PII, ocluyendo cada uno de los tres canales del 
trímero de AmtB, por tanto inhibiendo el transporte de amonio. La 
formación de complejo se inhibe por el MgATP / 2OG y por uridililación 
(20, 52), es decir, en condiciones de poco amonio disponible en el medio, 
mientras que en condiciones de abundancia de amonio PII interacciona 
con AmtB e inhibe el transporte. 
 
Fig. 6. Complejo de PII con el canal de amonio AmtB de E.coli (código de PDB 2NUU). 
(A) Visión global del complejo de PII con el trímero de AmtB. (B) Ampliación de la zona 
de contacto del lazo T con AmtB. (C) Sección longitudinal del canal de amonio de una 
subunidad de AmtB, ilustrándose el bloqueo del canal por parte de la cadena lateral del 
residuo R47 del lazo T de PII (18, 36, 44). 
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Otra de las dianas de PII a destacar, quizá la más conocida por ser 
la primera que se identificó (en E. coli), es la GlnE o adenililtransferasa 
(ver arriba), enzima modificadora de la glutamina sintetasa (GS). En 
situaciones de exceso de nitrógeno PII promueve la adenililación de la GS 
por GlnE, dando como resultado una GS menos activa. Cuando hay 
déficit de nitrógeno, PII une 2OG y se uridilila, estimulando la actividad 
desadenililadora de GS por GlnE, lo que redunda en que GS sea mucho 
más activa (8, 13). También en enterobacterias PII controla la expresión 
de genes claves en la asimilación de nitrógeno al regular la actividad de la 
histidina quinasa NtrB del sistema de dos componentes NtrB/NtrC (42, 
53-55). Cuando hay poco nitrógeno PII une 2OG, se encuentra uridililada 
y no interacciona con NtrB, estimulándose la fosforilación del regulador 
de la respuesta NtrC por NtrB, lo que resulta en una mayor transcripción 
de genes de resistencia a bajos niveles de N (genes Ntr); cuando hay 
mucho nitrógeno, PII se desuridilila, deja de unir 2OG, interacciona con 
NtrB, y éste desfosforila a NtrC, que deja de estar activo, impidiéndose en 
última instancia la trascripción de los genes Ntr (42, 53-55). 
También hay que destacar dos dianas cianobacterianas de PII, pues 
son objeto de estudio en la presente tesis, y han resultado ser los primeros 
ejemplos a nivel estructural de cómo PII puede regular la actividad de 
enzimas y la transcripción de genes. Una de ellas es el enzima clave en la 
síntesis de arginina, la N-acetilglutamato quinasa (NAGK). Esta 
interacción PII-NAGK se da en todos los organismos que realizan la 
fotosíntesis oxigénica (plantas, cianobacterias, algas) y, a diferencia del 
complejo PII-AmtB, es éste un complejo activador pues PII activa al 
enzima (56-59) (ver apartado 4 de esta Introducción). La otra diana de PII 
de la cual hablaré en esta tesis es PipX, una pequeña proteína que se 
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encuentra exclusivamente en cianobacterias y que actúa como co-
activador transcripcional del factor de transcripción NtcA (60, 61) (ver 
apartado 5 de esta Introducción). 
 
2.6  PII en cianobacterias y plantas 
 En cianobacterias y eucariotas fotosintéticos sólo existe GlnB, que 
es muy similar a las PII de otros organismos tanto en secuencia como en 
estructura tridimensional (27, 37, 62), aunque la PII de plantas presenta 
dos pequeñas extensiones N y C-terminales respecto a la de sus 
homólogas procarióticas (12, 23, 35). PII fue adquirida por plantas y algas 
por endosimbiosis (21), localizándose en el cloroplasto, estando incluso 
codificada en el genoma cloroplástico en algas rojas (12, 63, 64). En 
algunas cianobacterias existe además una segunda PII atípica (65). 
 Las PII de cianobacterias y de plantas conservan el residuo de 
serina 49 (numeración de S. elongatus), serina que es exclusiva de las PII 
de organismos fotosintéticos. Sin embargo ni todas las PII de 
cianobacterias se fosforilan en esta serina (66) ni se ha detectado 
fosforilación de dicha serina en plantas (67). 
 En cuanto a las funciones que realizan, en cianobacterias se ha 
visto que PII está implicado en la regulación: 1) del transportador para alta 
afinidad de bicarbonato (49); 2) del enzima nitrato reductasa (48); 3) del 
transportador nitrato/nitrito (50); 4) de la transcripción génica mediada 
por el regulador global de nitrógeno NtcA, aparentemente a través de la 
proteína PipX, regulando por tanto muchos genes implicados en el 
metabolismo del nitrógeno (68); 5) de la síntesis de arginina al 
interaccionar con NAGK (57, 69); 6) del transporte de amonio (22, 51). 
Además, 7) PII interacciona con un canal de función desconocida 
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denominado PamA (70). En plantas se ha visto que PII controla además de 
la síntesis de arginina (59, 63, 71), el transporte de nitrito (72) y la síntesis 
de ácidos grasos al interaccionar con el enzima acetil-CoA carboxilasa 
(11). 
 
3. Las cianobacterias 
 Los resultados que presento en esta tesis se han obtenido con 
proteínas (PII, NAGK, PipX, NtcA) procedentes de la cianobacteria 
Synechococcus elongatus PCC 7942, una de las cianobacterias usadas 
más como modelo de estos organismos. S. elongatus es unicelular, 
fotótrofo obligado de agua dulce no fijador de nitrógeno y apropiada para 
el análisis genético por estar su genoma secuenciado y ser transformable. 
 Las cianobacterias son procariotas gram negativos que realizan 
fotosíntesis oxigénica utilizando el agua como agente reductor. Son una 
de las formas de vida más antiguas sobre la Tierra, estimándose que 
aparecieron hace 3000 millones de años. Poseen gran importancia desde 
el punto de vista evolutivo, pues fueron responsables de transformar la 
atmósfera anóxica de la Tierra en una atmósfera aerobia (73), lo que 
posibilitó el desarrollo de la vida actual. Además son precursoras de las 
plantas superiores, pues todo indica que fueron el origen del cloroplasto 
de éstas por endosimbiosis (74). Actualmente contribuyen en una fracción 
significativa a la producción primaria (i.e. producción de materia orgánica 
por parte de organismos autótrofos) de la Tierra (75) y en los últimos años 
han ganado atención por sus posibles aplicaciones en biotecnología (76) y 
por la aparición de afloramientos de cianobacterias tóxicas en lagos 
eutrofizados,   constituyendo   una   amenaza   desde   el   punto   de  vista  
 ecológico (77).  
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 En relación al metabolismo del nitrógeno, las cianobacterias 
presentan una peculiaridad, al poseer, como ya he comentado 
previamente, un ciclo de los ácidos tricarboxílicos incompleto ya que 
carecen de la enzima 2OG deshidrogenasa (5), y por ello todo el 2OG se 
utiliza como esqueleto carbonado para la asimilación de amonio. De esta 
forma, el 2OG se convierte en el indicador clave del balance N/C en la 
célula (Fig. 1B). Las cianobacterias pueden utilizar como fuente de 
nitrógeno amonio, nitrato y nitrito, y además según la especie utilizar 
también aminoácidos neutros, cianato, urea o dinitrógeno (2).  
 
4. Control por PII en organismos fotosintéticos del 
almacenamiento de nitrógeno como arginina  
 
4.1 El enzima N-acetilglutamato quinasa (NAGK) y la 
regulación de la síntesis de arginina 
 4.1.1 Síntesis de arginina en microorganismos y plantas. Los 
microorganismos y plantas producen arginina a partir del glutamato en 8 
pasos que incluyen varios compuestos acetilados intermedios (Fig. 7). La 
NAGK cataliza el segundo paso de la ruta de síntesis de arginina en 
microorganismos, plantas, algas y hongos, generando N-acetilglutamil-5-
fosfato a partir del N-acetilglutamato (78-80). En algunos 
microorganismos (E. coli por ejemplo), el enzima controlador de la ruta 
de síntesis de arginina es la N-acetilglutamato sintasa (NAGS), enzima 
que cataliza el primer paso de la ruta y que se inhibe por el producto final, 
la arginina. Sin embargo, en la mayoría de los organismos, incluidos 
aquellos en los cuales NAGK es diana de PII, es la NAGK el enzima 
regulado al ser inhibido por arginina (78-80), pues en estos grupos se 
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recicla el grupo acetilo del acetilglutamato por transacetilación desde la 
acetilornitina al glutamato, teniendo la NAGS un puro papel anaplerótico. 
La NAGS es el enzima inhibido por arginina cuando la ruta de síntesis es 
lineal, obteniéndose la ornitina (precursor de la arginina) por hidrólisis de 
la acetilornitina, mientras que NAGK es inhibida también cuando la ruta 
es cíclica y el grupo acetilo de la ornitina se recicla para su trasferencia al 
glutamato para generar N-acetilglutamato (NAG) (78, 79, 81), que es el 
sustrato de la NAGK. En este último caso la NAGS solo tiene un papel 
anaplerótico y no se inhibe por arginina. 
 
Fig. 7. Ruta de síntesis de arginina en la mayoría de microorganismos y en plantas. Se 
resalta en gris la NAGK, controlador en cianobacterias y plantas (y muchos otros 
microorganismos) y objeto del presente estudio y se simboliza con una flecha y un signo 
negativo la inhibición del enzima por la arginina. 
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4.1.2  Estructura y tipos de NAGK. Nuestro grupo ha resuelto 
tanto la estructura de la NAGK no inhibible por arginina (82-84) como la 
de la inhibible por este aminoácido (85). La topología de la subunidad de 
las sensibles y las no sensibles a la arginina es prácticamente la misma, 
presentando el plegamiento aminoácido quinasa descrito en nuestro 
laboratorio (Pfam PF00696; http://pfam.sanger.ac.uk): un sándwich 
abierto α3β8α4 compuesto por dominios N y C-terminales que alojan los 
sitios para el NAG y para el ATP, respectivamente (Fig. 8A). La 
trasferencia del fosforilo se produce en la región interdominio de cada 
subunidad.  
 La NAGK no inhibible de E. coli es un homodímero de una 
subunidad de alrededor de 27 kDa. El esqueleto central del dímero está 
formado por una hoja β molecular de 16 elementos (Fig. 8A). Las 
NAGKs inhibibles son hexámeros de forma anular con un orificio central 
de 25-30 Å, organizados como trímeros de dímeros (85), ya que están 
formados al enlazar tres dímeros a través de hélices N-terminales de entre 
16-25 aminoácidos (según la especie), que están ausentes de las NAGKs 
no inhibibles y que en las inhibibles crean parte del sitio de unión de la 
arginina (Fig. 8B). La hélice N-terminal de cada subunidad además 
proporciona el modo de intercomunicación entre diferentes dímeros (85, 
86), lo que se ve reflejado en una inhibición de tipo sigmoidal del enzima 
por parte de la arginina. Tanto en las NAGKs diméricas como en las 
hexaméricas la unión de ambos sustratos a los dos dominios en la forma 
abierta del enzima induce un mecanismo de cierre en el cual los sustratos 
se encuentran lo suficientemente cerca y alineados de forma correcta para 
que pueda producirse la transferencia del fosforilo desde el ATP al NAG 
(82-85).  
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Fig. 8. Estructuras de NAGK e inhibición de este enzima por arginina. (A) NAGK 
dimérica, insensible a la arginina, de E.coli (código de PDB 1GS5) (82), con AMPPNP y 
NAG unidos, respectivamente, al dominio C (en dorado) y dominio N (en plateado). (B) 
Forma hexamérica (trímero de dímeros; una subunidad dorada y otra plateada) de 
NAGK, sensible a la arginina, de T. maritima (código de PDB 2BTY), con arginina unida 
(representación de esferas) (85). Las subunidades relacionadas por la simetría tres están 
en el mismo color. (C) Esquema ilustrando el movimiento de los dímeros de NAGK 
inducido por la arginina en el que se preserva la simetría molecular de NAGK, resultando 
en un incremento en la distancia entre los sitios de los sustratos en cada subunidad. (D) 
Formas de alta y (E) baja inclinación de los dímeros de NAGK en las respectivas formas 
hexaméricas de NAGK de P.aeruginosa (código PDB 2BUF) sin arginina (85) o en la 
forma de T. marítima con arginina. En esta visión el eje ternario está vertical y la 
molécula se ve a través de un eje binario desde el lado donde dos dímeros están unidos 
a través de las hélices N. Cada subunidad está en un color. Por claridad se ha eliminado 
en (D) y (E) el tercer dímero, que estariá en la parte de atrás. 
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4.1.3  Inhibición de NAGK. Como se ha dicho, las formas 
hexaméricas de NAGK son inhibidas por arginina. La unión del inhibidor 
se produce en un sitio distinto a los de los sustratos, cerca de la frontera 
interdimérica, en una cavidad formada en el dominio C de cada subunidad 
entre la capa α3 y la hoja β central, limitando el sitio por uno de sus lados 
la parte C-terminal de la hélice N que sólo se encuentra en las formas de 
NAGK sensibles a la arginina.  La unión de la arginina se ve reflejada en 
una mayor apertura del anillo central del hexámero, en una menor 
inclinación de los dímeros entre sí dentro del hexámero y en última 
instancia en un aumento en la separación entre los sitios de los dos 
sustratos en cada subunidad (85, 86) (Fig. 8C-E). Las hélices N-
terminales permiten la organización hexamérica de NAGK y hacen que 
NAGK muestre una fuerte inhibición cooperativa, con coeficientes de 
Hill de alrededor de 4 (81), respondiendo con una alta sensibilidad y de 
forma apropiada a un rango amplio de concentraciones de arginina. 
 
4.2  Modulación de la actividad NAGK por PII 
 En organismos que realizan la fotosíntesis oxigénica el enzima 
NAGK es diana de PII (56, 57, 59, 63, 69, 71). La unión de PII a NAGK 
activa al enzima y lo hace menos inhibible por arginina (56, 58, 59), 
posibilitando la acumulación de N como arginina (78, 87) (Fig. 9), que es 
incorporado a proteínas como en las semillas (78, 88) o a copolímeros 
ricos en arginina, como en ciertas cianobacterias (87). 
 4.2.1  Regulación de la formación del complejo NAGK-PII. La 
formación del complejo NAGK-PII depende de la abundancia de 
nitrógeno, y sólo tiene lugar cuando las concentraciones de N son 
elevadas. Así, en cianobacterias y plantas el 2OG evita la formación del 
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complejo (56, 58) y favorece su disociación (37). Las concentraciones de 
2OG (IC50 de 120-130 μM) necesarias en la cianobacteria S. elongatus 
para evitar la asociación de PII con NAGK se sitúan en un rango de 
valores del orden de lo necesario para la unión del 2OG al sitio de menor 
afinidad (Kd de 110 μM ) del trímero de PII, lo que implica que para que 
PII no se una a NAGK puede hacer falta que los tres sitios del trímero de 
PII estén ocupados por 2OG (37). Por otra parte, en S. elongatus, PII, cuya 
fosforilación ocurre en presencia de 2OG cuando la concentración de 
nitrógeno disminuye, sólo se une a NAGK en su estado no fosforilado 
(56, 57, 69). 
 Además de por nitrógeno, la interacción NAGK-PII también se 
modula en función del estado energético de la célula. El ADP disocia el 
complejo PII-NAGK en S. elongatus pero no en Arabidopsis thaliana (56, 
58, 59), y el MgATP favorece en ambos casos la formación del complejo 
(58). 
 Por tanto el complejo NAGK-PII se produce en condiciones de alto 
amonio y de elevado nivel energético simultáneamente, sintetizándose 
grandes cantidades de arginina sólo cuando se cumplen estas dos 
premisas. Se disocia el complejo cuando o bien disminuye la energía 
disponible, el amonio o ambos. 
 4.2.2  Efectos de la unión de PII a NAGK. La unión de PII a 
NAGK tiene efectos sobre NAGK a varios niveles. En S. elongatus, la 
NAGK es virtualmente inactiva, con Vmax aparentes bajas, Km aparentes 
para el NAG elevados y requiere bajas concentraciones de arginina para 
ser inhibida. PII, al interaccionar con NAGK, disminuye el Km de este 
enzima para el NAG, aumenta la Vmax y hace al enzima mucho menos 
susceptible de ser inhibido por arginina (56, 58). En A. thaliana los 
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efectos son más modestos: el Km para el NAG no varía en ausencia de 
arginina (pero sí lo hace en su presencia), aumenta Vmax ligeramente y el 
efecto protector frente a la inhibición por arginina es ligeramente menor 
que en S. elongatus (58, 59). En todo caso, la NAGK de A. thaliana es en 
ausencia de PII mucho más activa que la de su homóloga de S. elongatus y 
se inhibe por concentraciones mayores de arginina que la NAGK 
cianobacteriana. 
 
Fig. 9. Control por PII de la síntesis de arginina y de la expresión génica mediada por 
NtcA en cianobacterias. Se esquematizan las interacciones de PII con NAGK y PipX y de 
PipX con NtcA dependiendo de la abundancia de nitrógeno/2OG.  
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La consecuencia de la interacción de PII con NAGK es la síntesis 
activa de arginina aún en presencia de concentraciones altas de este 
aminoácido, que además de servir para la normal síntesis de proteínas, es 
almacenada como polímeros en cianobacterias, como la cianoficina (87), 
y en proteínas de reserva en plantas, como por ejemplo globulinas (89), 
sobre todo en semillas, donde la arginina puede llegar a representar el 
40% del contenido del nitrógeno de las proteínas en las semillas (88). La 
arginina es ideal como almacén de N porque es el aminoácido con mayor 
contenido en nitrógeno, su incorporación a proteínas minimiza su impacto 
osmótico y su nitrógeno es movilizado fácilmente (90).  
 
5. Regulación de genes por PII. El sistema PII-PipX-NtcA 
 
5.1 El sistema PII-PipX-NtcA cianobacteriano 
 En cianobacterias la expresión de la proteína PII depende del factor 
de transcripción NtcA (2). A su vez, en condiciones de bajo nitrógeno o 
en presencia de nitrato, la actividad de NtcA está regulada por PII (91, 92) 
pese a no existir evidencia de interacción directa entre ambas proteínas 
(60). El nexo de unión entre ambas proteínas es la proteína PipX (PII 
interacting protein X), proteína identificada inicialmente como un 
receptor de PII en S. elongatus por el grupo de la Dra Contreras de la 
Universidad de Alicante (57), usando el sistema de doble híbrido. Más 
tarde el mismo grupo observó que dicho complejo se formaba en 
condiciones de bajo 2OG, y que PipX también interaccionaba con NtcA 
(60), complejo que por el contrario se producía en condiciones de alto 
2OG. Por tanto, PipX interacciona con PII cuando las concentraciones de 
nitrógeno son elevadas, y con NtcA cuando hay escasez de nitrógeno, y 
                                                                                                           Introducción    
                                                                                
 25
dado que PipX actúa como un co-activador transcripcional de NtcA (60, 
61), en condiciones de abundancia de nitrógeno, PII contribuiría (Fig. 9) a 
la baja expresión de los genes dependientes de NtcA al secuestrar a PipX,  
evitando que interaccione con NtcA (60).  
 
5.2  La proteína PipX 
 La proteína PipX es una proteína monomérica de sólo 89 
aminoácidos, cuya estructura era desconocida y que se encuentra 
exclusivamente en cianobacterias (60). PipX co-activa a NtcA en 
condiciones de bajo nitrógeno por un mecanismo que era desconocido. En 
ausencia de PII PipX parece ser tóxica, y en mutantes nulos de PII PipX 
tiende a sufrir mutaciones inactivantes (93, 94). 
 La expresión de PipX está controlada, al menos en Anabaena sp., 
por NtcA (95) y parece presentar periodicidad relacionada con el ritmo 
circadiano, teniendo un pico de expresión al atardecer (96), como la 
mayoría de genes relacionados con el metabolismo del nitrógeno, la 
mayor parte de ellos controlados por NtcA.  
 
5.3  El complejo PII-PipX  
 PII interacciona con PipX en S. elongatus en condiciones de 
abundancia de nitrógeno. Al igual que para el complejo de PII con NAGK, 
el 2OG (junto con el MgATP, necesario para la unión del 2OG a PII) tiene 
un impacto negativo sobre la formación del complejo (60). Sin embargo, 
a diferencia de lo que ocurre para la interacción con NAGK, ni el ADP ni 
la mutación de la S49 del lazo T, ya sea a Ala, Asp o Glu (mutaciones 
estas dos últimas que mimetizan el efecto de la fosforilación de esta 
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serina), tiene ningún efecto adverso sobre la formación del complejo PII-
PipX (57).  
 La función del complejo parece ser el secuestro y la liberación 
controlada de PipX en función de la disponibilidad de nitrógeno 
asimilable para evitar la transcripción innecesaria de genes dependientes 
de NtcA en condiciones de abundancia de nitrógeno o para inducir una 
transcripción incrementada de estos genes en situaciones de pobreza de 
nitrógeno. Naturalmente, ello obliga a que las cantidades existentes in 
vivo de PipX y NtcA sean proporcionadas y, de hecho, la expresión de 
ambas proteínas (e interesantemente, también de PII) aumenta en 
condiciones de restricción de amonio (2, 95). 
 Hasta el momento no se le conocen más funciones a dicho 
complejo y no existen datos que indiquen que PipX afecte a la inhibición 
del transporte de nitrato por PII ni estimule la activación de NAGK por PII 
(61).  
 
5.4  El factor de transcripción NtcA  
 NtcA es un factor de transcripción cianobacteriano perteneciente a 
la familia CRP/FNR (2, 97). Se le conoce como el regulador global del 
nitrógeno pues controla la expresión de hasta cientos de genes 
dependiendo de la especie de cianobacteria, genes relacionados con el 
metabolismo del nitrógeno, aunque también controla genes del 
metabolismo de azúcares, fotosintéticos o de defensa antioxidante entre 
otros (2, 68). NtcA es una proteína de 222 aminoácidos. Tiene 
distribución universal en cianobacterias. Se une a una  secuencia consenso 
GTAN8TAC (2, 98) o al menos a la secuencia esencial GTN10AC (99) 
presente en los promotores de los genes a los que regula. En la mayor 
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parte de los casos NtcA actúa como activador, y en unos pocos casos 
como represor (2, 68, 91, 99, 100). Cuando actúa como represor, su sitio 
de unión se sitúa cercano al lugar de inicio de la transcripción impidiendo 
la unión de la RNA polimerasa al promotor. Cuando lo hace como 
activador, en muchos promotores el sitio consenso está centrado a -41.5 
nucleótidos del lugar de inicio de la transcripción tal y como ocurre con 
los promotores bacterianos de clase II (101). 
 La transcripción dependiente de NtcA se activa en presencia de 
fuentes pobres en nitrógeno. Activa su propia expresión, expresándose a 
niveles basales en presencia de amonio y aumentando su transcripción en 
su ausencia (98). Al igual que con PII, de nuevo es el 2OG la molécula 
implicada en la señalización, pues tiene un efecto positivo directo sobre la 
transcripción génica mediada por NtcA (102-104), además de favorecer la 
unión de PipX a NtcA (60). 
5.4.1  Familia CRP/FNR de factores de transcripción. La 
comparación de secuencias demuestra que NtcA pertenece a la familia de 
factores de transcripción CRP/FNR (2). Estos factores de transcripción 
son proteínas de unión a DNA que funcionan habitualmente como 
activadores transcripcionales y que se encuentran ampliamente 
distribuidos en procariotas. Engloban a cientos de miembros que se 
agrupan en las subfamilias ArcR, CooA, CprK, Crp, Dnr, FixK, Fnr, 
MalR, NnR, NtcA, PrfA y YeiL (97). Pese a la existencia de un gran 
número de factores de transcripción en bacterias, una proporción elevada 
de genes está controlada sólo por miembros de la familia CRP/FNR y en 
muchos casos la expresión de otros factores de transcripción está bajo el 
control de CRP/FNR (101, 105). 
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 Los factores de esta familia responden a un amplio espectro de 
señales ambientales como pueden ser el cAMP, 2OG, anoxia, estado 
redox, monóxido de carbono, temperatura, óxido nítrico, etc. Se 
caracterizan por poseer dos dominios: un dominio sensor N-terminal y un 
dominio C-terminal de unión a DNA con un motivo hélice-giro-hélice 
(Fig. 10). De los miembros de la familia, el más conocido y el mejor 
caracterizado de ellos es CRP (cAMP receptor protein) o también llamado 
CAP (catabolite activator protein). 
 
 
Fig. 10. Estructura del factor de transcripción CRP. Formas (A) activa (código PDB 
1G6N), con cAMP unido, (B) inactiva (código PDB 3HIF) y (C) unida a DNA con cAMP 
unido (código PDB 1J59) de CRP de E. coli. Cada subunidad coloreada de forma 
diferente y con el dominio C-terminal de unión a DNA en una tonalidad más oscura. 
 
5.4.2  Estructura de CRP: mecanismo de activación por 
cAMP, unión a DNA y activación de la transcripción. La proteína CRP 
representa el paradigma de un regulador génico, cuya estructura, resuelta 
el año 1981 (106), fue la primera para un activador transcripcional. De 
CRP se han resuelto las estructuras  (Fig. 10) de la forma activa unida a 
cAMP (106, 107), de formas sin ligando en conformaciones inactivas 
(108, 109) y de la forma activa unida a DNA (110, 111). CRP es un 
dímero de 209 aminoácidos por subunidad. Los dominios sensor y de 
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unión a DNA están conectados por una larga α-hélice (hélice C) 
interfacial. Tras la unión del cAMP al dominio sensor de cada subunidad, 
CRP sufre una transición desde un estado inactivo con baja afinidad para 
unir DNA (108, 109), a un estado activo donde las hélices de 
reconocimiento del DNA (hélices F) interaccionarían con dos surcos 
mayores consecutivos del DNA, justo donde se encuentran las secuencias 
génicas específicas reconocidas por CRP (110, 111), donde varios 
residuos conservados de CRP interaccionan con las bases nitrogenadas 
del DNA. Las demás interacciones son con los grupos fosfato del DNA. 
Tras la unión, CRP curva el DNA aproximadamente 90º (Fig. 10C). 
En los promotores activados por CRP la secuencia a la que se une 
CRP puede estar centrada en dos lugares principalmente, a -61.5 o a -41.5 
nucleótidos del lugar de inicio de la transcripción. Cuando se une en -61.5 
hablamos de promotores de clase I, mientras que son de clase II (los 
mayoritarios) cuando lo hace en -41.5 (101, 112, 113). En los de clase I, 
tras la unión de CRP a su sitio en el promotor, CRP podría activar la 
transcripción al reclutar a la RNA polimerasa (RNAP) al lugar de inicio 
de la transcripción por interacción directa de la subunidad de CRP más 
distal (sobre el DNA) con el dominio C-terminal de la subunidad α de la 
RNAP (α-CTD; la composición del holoenzima de una RNAP bacteriana 
es ββ’α2ωσ). En los de clase II (Fig. 11), tras la unión de CRP a su sitio 
en el promotor, CRP podría activar la transcripción a dos niveles, el 
primero de ellos al reclutar a la RNAP por interacción directa de la 
subunidad de CRP más proximal con α-CTD, y el segundo en un paso 
posterior, al favorecer la tasa de isomerización de complejo cerrado a 
abierto de la RNAP (etapa en la cual se separan ambas hebras del DNA 
para formar la burbuja de transcripción), y esto lo hace probablemente 
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gracias a los contactos de la subunidad más distal de CRP con las 
subunidades σ y el dominio N-terminal de la subunidad α de la RNAP 
(101, 112, 113) (Fig. 11). 
 
 
 
Fig. 11. Activación de la transcripción en promotores bacterianos de clase II. En la 
activación de la transcripción están implicados tres series de contactos entre el factor de 
transcripción (CAP en la figura) y la RNAP (resto de componentes proteicos 
representados), más concretamente con las subunidades α-CTD, α-NTD y la subunidad 
σ (círculos en color). El DNA se representa linealmente con las secuencias de 
reconocimiento de CAP a -41.5, y los del promotor a -35 y -10, señalando con una flecha 
el origen de transcripción. Uno de los dos α-CTDs del dímero de la subunidad α queda 
libre [Tomado de (112)]. 
 
5.4.3  Activación de NtcA por 2OG: unión a DNA y activación 
de la transcripción. NtcA “in vitro” es capaz de unir DNA en ausencia 
de 2OG pero no parece ser capaz de activar la transcripción (102, 104). 
La presencia de 2OG favorece la unión de NtcA al DNA y parece 
indispensable para la activación de la transcripción (102, 104). De hecho, 
NtcA en presencia de 2OG activa la transcripción de la misma forma que 
lo hace CRP en los promotores de clase II, favoreciendo por una parte el 
reclutado de la RNAP y por otra parte favoreciendo la isomerización de 
complejo cerrado a abierto de la RNAP. Por lo tanto se espera que NtcA 
contacte a la RNAP de la misma forma que lo hace CRP (104). De forma 
más específica, parece que para los genes estudiados (104) la unión del 
2OG a NtcA es indispensable para la etapa de isomerización de complejo 
cerrado a abierto de la RNAP, además de aumentar la afinidad de NtcA 
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por el DNA y permite a NtcA reclutar con mayor eficiencia a la RNAP 
sobre el promotor, ya que aunque la RNAP es capaz de unirse al promotor 
en ausencia del factor de transcripción, lo hace con muy baja afinidad 
(104). 
 
5.5  El complejo NtcA-PipX: Co-activación de la transcripción 
por PipX 
 En situación de carencia de nitrógeno la transcripción de genes 
dependiente de NtcA se ve incrementada, además de por la activación de 
NtcA por el 2OG y su autorregulación a nivel de expresión génica, por la 
co-activación por PipX. Esta co-activación debe darse principalmente a 
muy bajas concentraciones de nitrógeno fácilmente asimilable, a juzgar 
por el rango de concentraciones de 2OG que son efectivos en promover 
“in vitro” la disociación de PipX-PII y en promover la asociación de PipX 
a NtcA (60). Este rango de concentraciones de 2OG corresponde a cifras 
más elevadas que las concentraciones de 2OG necesarias para promover 
la unión de NtcA al DNA (103), por lo que la unión de PipX a NtcA debe 
considerarse un estadio de superactivación de NtcA cuando la 
disponibilidad de amonio disminuye mucho. 
En condiciones de restricción severa de nitrógeno, el aumento de 
la transcripción por PipX es de varias veces la tasa en su ausencia 
(medido mediante ensayos de expresión de gen reportero y dependiendo 
del gen estudiado) (60, 61). Por todo ello, el fenotipo que se observa en 
mutantes pipX (60, 61) es muy similar (aunque menos severo) al 
observado en mutantes ntcA, las cuales presentan deficiencias importantes 
a muchos niveles, sobre todo en la asimilación de diferentes fuentes de 
nitrógeno diferentes al amonio (114). 
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6. Justificación temática de esta tesis 
 
 El laboratorio donde he desarrollado esta tesis descubrió el 
plegamiento aminoácido quinasa con la enzima carbamato quinasa (115), 
y convirtió en el paradigma de dicho plegamiento a la enzima NAGK 
(82), de la que determinó estructuras de alta resolución, caracterizando el 
complejo de transición (83) y el mecanismo de inhibición por arginina 
(85, 86). En el contexto de esos trabajos el laboratorio fue contactado por 
el Profesor Karl Forchhammer, uno de los dos descubridores de que la 
NAGK es una diana principal de PII en cianobacterias, llevando a una 
colaboración con este profesor alemán y con la doctora Asunción 
Contreras, la otra descubridora de dicha interacción de PII con NAGK y 
descubridora de PipX y su carácter de diana cianobacteriana clave de PII 
(56, 57). Este trabajo es el resultado de la tormenta de ideas surgida 
alrededor de las interacciones con los doctores Forchhammer y Contreras 
y con sus grupos. La existencia de estas interacciones, y la colaboración 
con estos grupos en nuestras publicaciones, en ningún caso merma el 
hecho de que este trabajo es fruto de la actividad realizada por mí en el 
Instituto de Biomedicina de Valencia bajo la dirección del doctor Vicente 
Rubio. 
. 
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El objetivo de mi trabajo es aclarar estructuralmente cómo PII 
controla la síntesis de arginina y la expresión de genes, utilizando para 
ello un modelo cianobacteriano relativamente bien caracterizado en 
términos de los elementos participantes y de sus rasgos funcionales 
básicos. De forma más concreta, me he ocupado aquí de las siguientes 
cuestiones, todas ellas estudiadas con las proteínas de la cianobacteria 
Synechococcus elongatus: 
1. Comprender estructuralmente cómo PII regula la enzima 
controladora de biosíntesis de arginina N-acetilglutamato quinasa. 
2. Determinar la estructura de PipX sola o unida a sus dianas para 
tratar de entender su función.  
3. Caracterizar cómo y por qué PII secuestra a PipX, como nexo 
entre riqueza de nitrógeno y expresión génica regulada por NtcA. 
4. Caracterizar las estructuras del factor de transcripción 
cianobacteriano NtcA como fundamento de su función. 
5. Establecer cómo PipX activa a NtcA, utilizando para ello una 
aproximación estructural. 
6. Corroborar mediante las aproximaciones experimentales 
pertinentes los hallazgos estructurales de los sistemas PII-NAGK y PII-
PipX-NtcA que son el objeto central de esta tesis.  
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1. Algunos aspectos generales de la aproximación 
experimental 
  
En la presente tesis se presentan además de la estructura de NtcA 
en las formas activa e inactiva, las estructuras de tres complejos entre 
proteínas que involucran a cuatro proteínas distintas. Aunque me ocuparé 
detalladamente de todos los pasos seguidos hasta su obtención en sus 
secciones correspondientes (apartados 2 a 5 de Materiales y Métodos), la 
estrategia general para la obtención de todas las estructuras es más o 
menos común y por ello en esta primera sección de Materiales y Métodos 
describiré el proceso general seguido. 
 
1.1  Clonación de los genes de interés 
 Todas las manipulaciones del DNA se realizaron, excepto cuando 
se indique, de acuerdo con procedimientos bien establecidos recogidos en 
los “Current Protocols in Molecular Biology” (116). 
 1.1.1  PCR y purificación de amplificados. Los genes glnB y 
argB de Synechococcus elongatus PCC 7942, que codifican para PII y 
NAGK, se reclonaron desde plásmidos de expresión usados para ensayos 
de doble híbrido a plásmidos de expresión en E. coli. Para ello se 
amplificaron los genes mediante reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR), utilizando una DNA polimerasa de alta fidelidad termoestable y 
temperaturas de hibridación adecuadas para los cebadores y tiempos de 
extensión conformes a la longitud del gen. Los productos de PCR fueron 
precipitados en acetato amónico e isopropanol a -20 ºC, lavados con 
etanol al 70%, resuspendidos en agua miliQ estéril y conservados 
congelados  a -20ºC.    
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 1.1.2  Extracción de DNA plasmídico. Los plásmidos se 
extrajeron mediante quits comerciales de extracción de DNA plasmídico 
(Marligen) basados en el método de la lisis alcalina. 
 1.1.3 Digestión de los plásmidos y de los productos de PCR y 
desfosforilación de los vectores. Los productos de PCR, así como los 
plásmidos de expresión, se digirieron con los enzimas de restricción 
adecuados en cada caso, empleando los tampones y condiciones de 
digestión recomendadas por el proveedor. En todos los casos las 
reacciones de digestión se realizaron durante 3 horas a 37ºC. Una vez 
digeridos, los plásmidos fueron desfosforilados con fosfatasa alcalina 
durante 1 hora a 37 ºC, se purificaron con fenol:cloroformo, se 
precipitaron con acetato amónico e isopropanol, se lavaron con etanol al 
70 % y finalmente se resuspendieron en agua miliQ estéril almacenándose  
a -20ºC. 
1.1.4  Ligación, transformación y selección de transformantes. 
En las reacciones de ligación se empleó la ligasa de DNA del bacteriófago 
T4 y el tampón de reacción suministrado por el proveedor.  
Se probaron distintas proporciones plásmido:inserto (peso/peso) 
en el rango desde 1:1 hasta 1:8. Las reacciones de ligación se llevaron a 
cabo durante aproximadamente 12 horas a 14ºC tras las cuales se 
electroporaron células DH5α (Clontech) de E. coli electrocompetentes 
con 2μl de producto de ligación, que se sembraron en placas de LB agar 
conteniendo el antibiótico deseado y cuya resistencia la confiere el 
plásmido utilizado. La longitud del fragmento clonado se comprobó 
mediante PCR de las colonias crecidas en la placa y su secuencia 
mediante secuenciación automática (Servicio Secuenciación Instituto de 
Biomedicina de Valencia). 
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1.2  Sobreexpresión y purificación de proteínas 
recombinantes 
 1.2.1  Expresión de proteínas recombinantes en E. coli. En la 
expresión de proteínas heterólogas en E. coli se utilizó el sistema de la T7 
polimerasa. Se han empleado las cepas de E. coli (ambas de Novagen) 
BL21 (DE3) o para proteínas con baja expresión en BL21, Rosetta, que 
contienen el gen de la polimerasa T7 bajo el control de un promotor 
inducible por IPTG (isopropil β-D-tiogalactopiranosido). En el caso de 
proteínas con gran solubilidad, se expresaron a 37 ºC y a elevada 
concentración de IPTG (1 mM). En proteínas de menor solubilidad, la 
temperatura de expresión fue menor (18-25ºC), también la concentración 
de IPTG fue menor y en algún caso (NAGK) se requirió la co-expresión 
de la proteína con sobreexpresión simultanea de carabinas moleculares 
(GroEL/GroES). 
 1.2.2  Purificación de proteínas. Tres de las cuatro proteínas 
purificadas (NAGK, PipX, NtcA) contenían una extensión de 
polihistidinas que permitió la purificación mediante cromatografía de 
afinidad mediante una columna de níquel en un sistema AKTA FPLC 
(GE Heaathcare) en un solo paso tras la sonicación de las células y 
centrifugación, aunque en NAGK sin embargo se usó además una 
precipitación con sulfato amónico previa al paso en el FPLC. Para PII, que 
no tenía cola de poli-His, la fracción soluble fue sometida a distintos 
pasos de purificación, siguiendo protocolos estándar de fraccionamiento 
con sulfato amónico y de cromatografía (ver más adelante). 
 
1.3  Cristalografía de proteínas y complejos proteicos 
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 1.3.1  Preparación de complejos. Los complejos se prepararon a 
partir de las proteínas purificadas de forma independiente, mezcladas en 
forma diluida y tras unos minutos de incubación, concentrados mediante 
ultrafiltración centrífuga. 
1.3.2  Cristalización de proteínas. Se utilizó el método de gota 
colgante para placas de 24 pocillos (1 ml de reservorio y 1+1 μl de de 
solución de proteína y solución de reservorio, sobre cubreobjetos de 
22x22 mm previamente tratados con diclorometilsilano, que una vez 
invertidos se sellaron con grasa de alto vacío sobre cada uno de los 
pocillos) y el método de gota sentada para placas puestas con un robot 
Honeybee X8 (Genomic Solutions), en placas de 96 pocillos (Corning), 
mezclándose 0.4 μL de la solución de cada reservorio con 0.4 μL de la 
solución proteica. Se utilizaron distintos kits comerciales para 
cristalización (Hampton, Quiagen, Axygen, Sigma) y se observó de forma 
periódica a 60 aumentos con luz fria la evolución de los cristales. Tras la 
aparición de los primeros cristales, éstos se trataron de optimizar variando 
las concentraciones de precipitantes, mediante "seeding", adición de 
aditivos, etc. 
 1.3.3  Criopreservación. Para minimizar los efectos dañinos de 
los rayos X al incidir sobre el cristal, las recogidas de datos de difracción 
se realizaron a una temperatura de 100 K (escala absoluta). Para evitar la 
formación de cristales de hielo que dañen los cristales, éstos se 
embebieron en soluciones crioprotectoras antes de la congelación. 
 1.3.4  Recogida y procesado de datos de difracción de rayos X. 
Los datos de difracción de los cristales de esta tesis se han tomado en 
diferentes líneas del sincrotrón ESRF de Grenoble. El procedimiento 
habitual (117) con cada uno de los cristales fue muy similar. Inicialmente 
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se tomaron varias imágenes de difracción con las que se valoró la calidad 
del cristal y la resolución alcanzada. La posición de las reflexiones en 
estas imágenes se utilizó para determinar el grupo espacial, la orientación 
del cristal y su celda (proceso conocido como indexado). Esta 
información se utilizó para diseñar la estrategia de recogida (distancia del 
detector, ángulo de oscilación, tiempo de exposición y ángulo total de 
giro). Tras la recogida, se midió la intensidad de las reflexiones 
(integrado) y se escalaron los datos (es necesario debido a que existe 
redundancia de reflexiones, a que varias reflexiones están dispersas en 
varias imágenes y a posibles cambios en la intensidad de las reflexiones 
por ejemplo por decaimiento del cristal durante la recogida). Para uno de 
los cristales, el que contenía mercurio, los datos se recogieron a una 
longitud de onda a la cual la difracción anómala del mercurio es máxima.  
1.3.5  Cálculo de la fase. Para obtener los mapas de densidad 
electrónica es necesario conocer los factores de estructura, que contienen 
la información sobre la amplitud de la onda, pero también es necesario 
conocer la fase de la onda. La obtención de las fases es uno de los puntos 
de mayor dificultad en la resolución de una estructura. Hay varios 
métodos (117, 118) para resolver este problema, de entre los cuales en 
esta tesis se han utilizado dos: el reemplazo molecular y la dispersión 
anómala simple (SAD). El reemplazo molecular (“molecular 
replacement”) se emplea cuando se conoce la estructura de una 
macromolécula de estructura similar previamente resuelta. En estos casos, 
esta molécula se utiliza como modelo y se busca la posición del modelo 
que mejor explique las reflexiones observadas. La técnica de SAD se 
empleó para NtcA por la imposibilidad de obtener una buena solución de 
reemplazo molecular utilizando las estructuras conocidas de CRP como 
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modelo de búsqueda. La técnica de SAD se basa en la dispersión anómala 
que producen determinados átomos cuando son irradiados a longitudes de 
onda próximos a su máximo de absorción. El mercurio es uno de ellos y 
tiende a unirse a las cisteínas expuestas de una proteína. 
 1.3.6  Afinado y construcción del modelo. Una vez conocidas las 
fases iniciales, calculamos mapas de densidad electrónica que se 
utilizaron para construir los modelos moleculares. Calculamos dos tipos 
de mapas: un mapa de densidad (2Fobs-Fcalc) que indica la estructura del 
modelo, y un mapa de diferencias (Fobs-Fcalc), que indica los errores en la 
posición de los átomos o la presencia de ligandos, iones y solvente no 
incluidos en el modelo inicial. Se intercalan luego sesiones de 
construcción de modelo de forma manual y programas de afinado que 
tienen en cuenta la posición de los átomos construidos y el mapa de 
densidad electrónica y la estereoquímica de la molécula. Durante el 
afinado, se calculó el factor estadístico de correlación R que indica las 
diferencias entre los factores de estructura experimentales (Fobs) y los 
calculados a partir del modelo (Fcalc), además del factor Rfree similar al R, 
pero calculado a partir de un 5 % de las reflexiones descartado al inicio 
del afinado. 
 1.3.7  Validación del modelo. Finalmente se comprueba que el 
modelo no posee errores importantes, sobre todo de estereoquímica, y se 
depositan las estructuras y la información asociada en el Protein Data 
Bank (www.pdb.org), que posee a su vez varias herramientas para 
comprobar la calidad del modelo depositado. 
 
2. Clonación 
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2.1  Clonación de glnB de S. elongatus 
 El gen glnB de S. elongatus fue amplificado del plásmido 
pUAGC12 (proporcionado por A. Contreras, Universidad de Alicante) 
(57) mediante PCR usando Deep Vent, DNA polimerasa termoestable 
(New England Biolabs) y el par de cebadores                 
5’-GTATCGCCGGAATTCATATGAAGAAGATTGAGGC-3’ y                 
5’-CTGCAGTCGAAGCTTACTTAGATTGCGTC-3’, donde las bases 
mutadas para introducir un sitio de restricción NdeI delante del codón de 
inicio están en cursiva y las mutadas para introducir un sitio de corte 
HindIII están subrayadas. El producto de PCR y el plásmido pET-22b 
(Novagen) fueron digeridos con dichos enzimas y posteriormente, y 
previa desfosforilación del plásmido con fosfatasa alcalina (Roche), 
ligados con T4 ligasa (New England Biolabs), generándose el plásmido 
pET-PII. Tras el aislamiento del plásmido desde células de E coli DH5α 
crecidas en un medio Luria-Bertani (LB) que contenía 0.1 mg ml-1 de 
ampicilina, la secuencia del gen fue comprobada mediante secuenciación 
(Servicio Secuenciación Instituto de Biomedicina de Valencia). 
 
2.2  Clonación de argB de S. elongatus 
 Para la clonación del gen argB que codifica la NAGK de S. 
elongatus desde el plásmido pUAGC62 (proporcionado por A. Contreras, 
Universidad de Alicante) (57) se procedió de forma similar a lo hecho con 
glnB, pero clonando el gen en el plásmido pET15b tras usar en la 
amplificación el par de cebadores 5’-
TGAGGTGCCCGCATATGTCTAGCGAGTTTATC-3’ y                 
5’-TCTGCAGCTCGAGGGATCGCTCATTGCC-3’, donde las bases 
mutadas para introducir un sitio de restricción NdeI delante del codón de 
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inicio están en cursiva y las mutadas para introducir un sitio de corte XhoI 
están subrayadas. El plásmido generado fue el pET-His6NAGK (que 
incluye la extensión N-terminal de 20 residuos con 6 Histidinas, 
MGSSH6SSGLVPRGSH). 
 
3. Sobreexpresión y purificación de proteínas de S. elongatus 
 
3.1  Expresión y purificación de PII 
 Células de E. coli BL21 (DE3) (Novagen) fueron 
electrotransformadas con el plásmido aislado pET-PII. El protocolo de 
expresión y purificación se modificó del ya publicado (27). Tras el 
crecimiento a 37ºC de un cultivo de 1.5L en LB hasta fase exponencial 
(A600 = 0.65) en presencia de 0.1 mg ml-1 de ampicilina, la expresión de 
PII se indujo con la adición de 1 mM de IPTG durante 3 horas a 37ºC, 
seguido de centrifugación del cultivo. Los pasos subsiguientes se 
realizaron a 4 ºC. El precipitado se resuspendió en 25 mL de tampón A 
(Hepes 20mM pH 7.5, EDTA 0.5 mM y PMSF, 0.5mM), y las células se 
desintegraron mediante sonicación en hielo (doce pulsos de 14μm de 
amplitud de 15 segundos con 60 segundos de separación entre pulsos). El 
lisado fue centrifugado 30 min a 30000g, y del sobrenadante se eliminó 
parcialmente el DNA mediante precipitación con sulfato de 
estreptomicina sólido (1.5%). El siguiente paso fue una precipitación del 
sobrenadante con (NH4)2SO4 sólido entre el 30-50% saturación. El 
precipitado del segundo corte se resuspendió (25mL) y dializó frente al 
tampón A desprovisto de PMSF, y la muestra se cargó en una columna de 
afinidad Affigel Blue (2 x 20 cm; Bio-Rad), pre-equilibrada con el mismo 
tampón A (sin PMSF), sometida, tras la carga de la muestra, a un lavado 
                                                                                              Materiales y Métodos 
 
 47
con 100 mL del mismo tampón más 0.1M NaCl, a un segundo lavado de 
100mL de tampón como el anterior más 5mM ATP, eluyendo finalmente 
PII con un gradiente de 500 mL de NaCl 0.1-2M en tampón A. La proteína 
eluyó aproximadamente a 0.95M NaCl, y las fracciones más puras se 
juntaron y se concentraron en una sola, que finalmente fue cargada (hasta 
10mg y 1mL por carga) en una columna de gel-filtración Superdex 
200HR (10/30) montada en un sistema AKTA FPLC (GE Healthcare) en 
un tampón Hepes 20mM pH 7.5, NaCl 100mM, MgCl2 10mM, ditiotreitol 
(DTT) 1mM, y las fracciones más puras (seguimiento hecho en 
electroforesis en geles de poliacrilamida al 15% en condiciones 
desnaturalizantes, SDS-PAGE), se juntaron y se conservaron a -20ºC tras 
suplementar la solución con un 10% glicerol. La concentración de 
proteína fue 4.2 mg ml-1. La proteína PII purificada posee la masa 
esperada (Fig. 12A) y es funcional ya que forma trímeros en solución y es 
capaz de activar a la NAGK en ensayos de actividad NAGK (ver figuras  
25, 26 y 31 en la sección de Resultados) así como de interaccionar con la 
proteína PipX (ver figuras  36 y 37 en la sección de Resultados).  
 
3.2  Expresión y purificación de NAGK  
 Por problemas de solubilidad de la NAGK su sobreexpresión 
proteína se realizó con células BL21 cotransformadas con los plásmidos 
pET-His6NAGK y pGroESL (119) (proporcionado por A.E.Gatenby, 
Dupont de Nemours, Wilgminton, Delaware), permitiendo esta última la 
sobreexpresión de GroEL y GroES. Tras crecimiento hasta A600 de 0.6 a 
25ºC en 1.5L de LB + 0.1mg ml-1 ampicilina se procedió a inducción toda 
la noche con 0.01mM IPTG, seguido de centrifugación. El precipitado 
conteniendo las células, se resuspendió en 10 mL de tampón B Tris-Cl 
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20mM pH7.4, NaCl 0.4M, MgCl2 5mM, KCl 50mM, DTT 1mM, EDTA 
0.5mM y PMSF 0.5mM, y se sonicó (siguiendo el mismo protocolo que 
para PII) en hielo. 
 
Fig. 12. Purificación de las proteínas PII, NAGK, PipX y NtcA de S. elongatus. SDS-
PAGE con las distintas etapas de purificación para cada una de las proteínas. St, 
proteínas patrón de masas conocidas (dadas al margen) (A) PII. Línea 1, sobrenadante 
de la centrifugación del sonicado; línea 2, sobrenadante tras la precipitación con sulfato 
de estreptomicina al 1.5%; línea 3, sobrenadante tras la precipitación con sulfato 
amónico al 30%; línea 4, precipitado tras el corte con sulfato amónico al 50%; línea 5, 
tras la elución de la columna Affigel Blue; línea 6, tras la columna de Gel-filtración. (B) 
NAGK. Línea 1, control de BL21 sin inserto; línea 2, sobrenadante de la centrifugación 
del sonicado; línea 3, tras la precipitación con sulfato amónico al 40%; línea 4 tras la 
elución de la columna His-trap. (C) PipX. Línea 1, contenido de las células BL21, previo 
al sonicado; línea 2, sobrenadante de la centrifugación del sonicado; líneas 3 y 4, tras la 
elución de la columna His-trap, fracciones recogidas. (D) NtcA. Línea 1, contenido de las 
células, previo al sonicado; línea 2, sobrenadante de la centrifugación del sonicado; 
líneas 3 y 4, tras la elución de la columna His-trap, fracciones recogidas. 
 
PII    NAGK 
PipX NtcA
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Tras este punto, todos los pasos fueron a 4ºC. El sobrenadante de la 
centrifugación se sometió a una precipitación con (NH4)2SO4 al 40% de 
saturación, y el precipitado se resuspendió en 7 mL de tampón B sin 
PMSF y EDTA y se dializó frente al mismo tampón. La muestra dializada 
(7.5 mL y 25 mg de proteína total), fue posteriormente cargada en una 
columna His-trap de 5mL (GE Healthcare) montada en un sistema AKTA 
FPLC, preequilibrada y lavada tras la carga de la muestra con 25 mL de 
tampón Tris-Cl 50 mM pH 8.1, NaCl 0.4M, imidazol 20mM, y finalmente 
eluida con 50 mL del mismo tampón de lavado conteniendo 250mM de 
imidazol. Las fracciones de proteína pura se juntaron y se sometieron a 
ultrafiltración centrífuga a través de una membrana de corte nominal 5 
kDa (Amicon Ultra 5000MWCO, Millipore) hasta una concentración 
aproximada de 2.5 mg ml-1, sustituyendo mediante este procedimiento el 
tampón por Tris-Cl 50mM pH7.8, KCl 100mM, MgCl2 5mM, DTT 1mM, 
EDTA 0.5mM y 25% glicerol, conservándose la muestra a -20ºC (Fig. 
12B). Como puede apreciarse en la figura 12B, la masa de la proteína 
aislada determinada por SDS-PAGE es lo esperado (34116 Da) dentro del 
error experimental. Otros ensayos (ver más adelante) probaron el carácter 
hexamérico de la proteína y su actividad NAGK. 
 
3.3  Expresión y purificación de PipX 
 El gen pipX, con una extensión N-terminal His6 (MHHHHHH) fue 
clonado por el grupo de A. Contreras (Universidad de Alicante) en el 
plásmido pUAGC73 (60), con el cual se transformaron células BL21. Se 
sobreexpresó y se purificó de forma similar a lo ya publicado (60). 
Cuando el cultivo alcanzó una A600 de 0.8 se  indujo con 0.1 mM IPTG y 
se incubó 12 horas tras la inducción. Lás células de un cultivo de 1.5L, se 
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sonicaron en hielo en 20 mL de tampón B (ver apartado 3.2), y el 
sobrenadante de la centrifugación se cargó en una columna His-trap de 
1mL (GE Healthcare) montada en un sistema AKTA FPLC, 
preequilibrada y lavada tras la carga de la muestra con 10 mL de tampón 
Hepes 50 mM pH 7.5, NaCl 0.4M, imidazol 40mM y finalmente eluida 
con un gradiente de 25 mL de imidazol 0.1-0.5M en el tampón de lavado. 
Las fracciones puras (seguimiento hecho por SDS-PAGE en geles al 15 % 
de poliacrilamida) (Fig. 12C) se juntaron y se dializaron 12 horas a 4ºC 
frente a un tampón MES 50 mM, pH 6, glicerol 10 % (v/v), NaCl 0.5 M, 
MgCl2 5 mM, DTT 1 mM, L-arginina  hidrocloruro y L-glutamato 50 
mM. La formulación de dicho tampón, que fue el mejor encontrado para 
obtener una estabilidad óptima de PipX, se obtuvo mediante búsquedas 
empíricas de mezclas “hechas en casa” de librerías de 24 compuestos, 
usando métodos de termofluor en un aparato de PCR a tiempo real (120, 
121). Esta proteína PipX purificada es funcional ya que es capaz de 
interaccionar tanto con la proteína PII como con NtcA (ver figuras  36 y 
37 en la sección de Resultados). 
 
3.4  Expresión y purificación de NtcA 
 El gen ntcA, precedido de una secuencia poli-His N-terminal 
(MGSSH6SSGLVPRGSH), fue clonado por los grupos de A. Contreras y 
K. Forchhammer (Universidades de Alicante y Tübingen, 
respectivamente) en el plásmido pET15b (60). Con dicho plásmido y con 
el objeto de mejorar la sobreexpresión, se transformaron células Rosetta 
(Novagen). La expresión y purificación de NtcA (al igual que su 
cristalización sola y en complejo con PipX, ver apartados 4.3 y 4.4) se 
realizó en colaboración con el Dr Miguel Ángel Castells del grupo de A. 
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Contreras en una estancia de 4 meses de éste en nuestro laboratorio. La 
sobreexpresión de His6-NtcA se produjo tras la inducción con 0.5 mM de 
IPTG e incubación a 18ºC del cultivo 12 horas desde la adición del 
inductor. Para la purificación se utilizaron los mismos tampones (excepto 
por la adición de 4mM 2OG en todos ellos) y se realizaron los mismos 
pasos seguidos para la purificación de PipX. Para la búsqueda del tampón 
de conservación óptimo se procedió de la misma forma que con PipX, 
siendo el mejor tampón una solución de citrato sódico 50 mM, pH 6.5, 
NaCl 0.5 M, MgCl2 5 mM, 2OG 10 mM, L-arginina hidrocloruro 50mM y 
L-glutamato 50 mM (NaOH-neutralizado). La proteína se colocó en dicho 
tampón y se concentró hasta aproximadamente 4.7 mg ml-1 mediante 
ultrafiltración centrífuga a través de una membrana de corte nominal 
10kDA (Amicon Ultra 10000MWCO, Millipore) (Fig. 12D). La NtcA 
purificada forma dímeros en solución y es capaz de interaccionar con el 
DNA, demostrándose la funcionalidad de la proteína purificada (ver 
figura 31 en la sección de Resultados).  
 
4. Cristalización y determinación de estructuras mediante 
difracción de rayos X 
 
4.1  Cristalización y determinación de la estructura del 
complejo PII-NAGK 
 Para la cristalización del complejo PII-NAGK, se suspendieron PII 
0.1 mg ml-1 y NAGK 0.5 mg ml-1 en una solución de Hepes 20mM pH 
7.5, NaCl 40mM, N-acetilglutamato (NAG) 20mM, MgCl2 10mM, DTT 
1mM, y tras 10 minutos de incubación a temperatura ambiente, se 
concentraron hasta 5 mg ml-1 por ultrafiltración centrífuga a través de una 
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membrana de corte nominal 5 kDa (Amicon Ultra 5000 MWCO). Se 
utilizó el método de difusión de vapor en gota colgante (122), utilizando 
placas multipocillo y distintos kits comerciales con soluciones de 
cristalización de Hampton Research, mezclándose 1μL de la solución de 
cada reservorio con 1μL de la solución de complejo a 5 mg ml-1. Tras la 
ampliación de las condiciones donde aparecieron los primeros cristales 
preliminares, se obtuvieron los mejores cristales de 0.1-0.2 mm, de dos 
tipos distintos, I y II) tras crecimiento de éstos una semana a 21ºC en 
soluciones que contenían respectivamente o bien Tris-Cl 100mM pH8.5, 
acetato sódico 150mM, polietilenglicol 4000 (PEG 4K) 20% o bien 
cacodilato sódico 100mM pH 6.5, acetato magnésico 250mM, PEG 8K 
10% (Fig. 13A). 
 Previo a la toma de datos de difracción, los cristales fueron 
suspendidos en soluciones crioprotectoras consistentes en las soluciones 
de cristalización suplementadas con  glicerol al 20%, y fueron congelados 
en nitrógeno líquido. Los datos de difracción se obtuvieron mediante 
radiación sincrotrón a 100 K en el ESRF, Grenoble, en las líneas BM16 e 
ID14-3 para el cristal de tipo I e ID14-3 para el cristal de tipo II, a 2.75Å 
(tipo I) y 3.46Å (tipo II) de resolución, siendo procesados las datos 
mediante MOSFLM y SCALA (123). Para conocer el grado de 
empaquetamiento y el porcentaje de solvente en los cristales se calculó el 
coeficiente de Matthews mediante el programa Matthews (124). 
Las fases se obtuvieron mediante reemplazo molecular con 
MOLREP (125) usando inicialmente como modelo un monómero de la 
NAGK de T. maritima (PDB 2bty) y los datos experimentales del cristal 
tipo II, encontrando una solución de únicamente dos de los tres 
monómeros de NAGK esperados en la unidad asimétrica. Tras construir 
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el tercer monómero sobre la base del hexámero de T. maritima, se 
utilizaron los tres monómeros de T. maritima como modelo de reemplazo, 
encontrando, esta vez si, una solución satisfactoria de tres monómeros de 
NAGK en la unidad asimétrica. Tras esto, y todavía con los datos del 
cristal tipo II, y por reemplazo molecular fijando la solución anterior y 
teniendo como modelo el trímero de PII de S. elongatus. (PDB 1qy7) 
desprovisto del lazo T, se encontró nuevamente una solución consistente 
en tres monómeros de PII en la unidad asimétrica (más los tres de 
NAGK). Tras varios ciclos de afinado con REFMAC (126), la solución 
obtenida fue utilizada como modelo para reemplazo molecular frente a los 
datos obtenidos para el cristal de tipo I, dando lugar a una solución 
satisfactoria de 1 hexámero de NAGK y dos trímeros de PII en la unidad 
asimétrica. Se procedió entonces a afinar el modelo inicial con sucesivos 
ciclos de afinado con REFMAC, alternados con sesiones de construcción 
de modelo mediante soporte gráfico con COOT (127). En el afinado, se 
usaron  fuertes restricciones en los factores de temperatura (B-factors) y 
de simetría no cristalográfica (NCS), restricciones que se fueron relajando 
progresivamente conforme avanzaba el afinado de la estructura. En las 
últimas etapas del afinado se hizo uso de afinado por TLS (128), 
definiendo como grupos de TLS cada subunidad por separado. Todos los 
datos de difracción se utilizaron durante el afinado, excepto un 5% de 
ellos seleccionados de forma aleatoria para el cálculo del Rfree. 
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Fig. 13. Cristales de las estructuras resueltas en la presente tesis. (A) Cristales del 
complejo NAGK-PII y SDS-page de uno de ellos, mostrando la presencia tanto de PII  
como de NAGK en el cristal. (B) Agujas del complejo PipX-PII. (C) Cristales de NtcA, en 
las formas activa, inactiva y también el cristal que se empapó con la solución de HgCl2. 
(D) Cristales del complejo NtcA-PipX.  
 
4.2  Cristalización y determinación de la estructura de 
complejo PII-PipX 
 Para la cristalización del complejo PII-PipX se mezclaron PII y 
PipX a 0.07 mg ml-1 cada una en el tampón Hepes 20mM, pH 7.5, NaCl 
0.4 M, MgCl2 5 mM, DTT 1 mM, y tras 5 minutos de incubación a 
temperatura ambiente, se procedió a sucesivos lavados (en un número 
suficiente como para asumir que la mezcla se encuentra en el tampón 
deseado) por ultrafiltración centrífuga con el tampón de cristalización a 
través de una membrana de corte nominal 5 kDa (Amicon Ultra 5000 
MWCO), para finalmente concentrar la solución con el complejo hasta 
5.5 mg ml-1. Se siguió el mismo procedimiento de cristalización que con 
el complejo PII-NAGK, y se obtuvieron pequeñas agujas de < 0.1mm en 
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su máxima dimensión en formato sódico 0.2 M y PEG 3.35K 15% 
(masa/vol) (Fig. 13B). Una de las agujas se embebió en solución de 
cristalización enriquecida hasta 38 % de PEG 3.35K, se congeló en 
nitrógeno líquido y se usó para difracción de rayos X a 3.2 Å en la línea 
microfocus ID29 del ESRF de Grenoble. Los datos fueron procesados 
mediante MOSFLM y SCALA y el grado de empaquetamiento, el 
porcentaje de solvente en el cristal y su coeficiente de Matthews mediante 
el programa Matthews (124). 
Las fase se obtuvieron mediante reemplazo molecular con 
MOLREP usando como modelo la subunidad J de la PII de S. elongatus en 
complejo con NAGK (número acceso PDB 2v5h) desprovista del lazo T. 
La solución inicial de tres subunidades de PII en la unidad asimétrica fue 
mejorada con sucesivos ciclos de afinado por movimiento en cuerpo 
rígido con REFMAC, y las fases mejoradas mediante modificación de la 
densidad, con aplanamiento de solvente y promediado de la densidad 
haciendo uso de simetría 3 no cristalográfica, usando el programa DM 
(123). Entonces se construyó un modelo inicial para PipX y los lazos T de 
PII mediante COOT. Para el afinado de la estructura se procedió como con 
el complejo PII-NAGK, excepto por la α-hélice B de PipX, que no se 
incluyó para las restricciones de simetría no cristalográfica (NCS) en el 
afinado. 
 
4.3  Cristalización y determinación de las estructuras de NtcA 
Para NtcA sola se utilizaron placas para gota sentada, usando 
distintos kits comerciales con soluciones de cristalización de Hampton,  
Qiagen, Axygen y un robot Honeybee X8 (Genomic Solutions), 
mezclándose 0.4 μL de la solución de cada reservorio con  0.4 μL de la 
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solución de NtcA a 4.7 mg ml-1. Los cristales de NtcA sola, de alrededor 
de 0.4 mm, se obtuvieron tras una semana en dos formas diferentes, 
usando las siguientes condiciones de cristalización: 1) para la forma I, 
Bis-Tris 0.1 M, pH 5.5/acetato amónico 0.15 M/PEG 10K 11%; 2) para la 
forma II, citrato potásico 0.2 M, pH 8.3/PEG 3.35 K 20% (Fig. 13C). 
Antes de difractarlos, los cristales fueron embebidos en soluciones 
crioprotectoras fortificadas en 2-metilpentanodiol (MPD) 25 % para la 
forma I y en PEG 3.35 K 38 % para la forma II. Un derivado de Hg2+ se 
preparó de un cristal de NtcA crecido en una solución Bis-Tris 0.1 M, pH 
6.5/ PEG 400 36%. El cristal fue empapado 5 min en una solución de 
cristalización que contenía 2OG 10 mM y HgCl2 0.5 mM, y después 
durante 5 min adicionales más en la misma solución conteniendo HgCl2. 
Los cristales de las formas I, II y derivado mercurial difractaron hasta 2.3, 
3.05 y 2.85 Å de resolución, respectivamente, en la líneas ID14-4 (NtcA 
I) y BM16 (NtcA II y NtcA-Hg2+). Los datos para NtcA II y NtcA-Hg2+ 
fueron procesados mediante MOSFLM y SCALA mientras que los de 
NtcA I con XDS (129) y preparados con COMBAT (123) para escalar 
con SCALA.  
Las fases para NtcA se obtuvieron a partir de la dispersión 
anómala del Hg presente en el cristal NtcA-Hg2+ usando datos de SAD 
recogidos en el pico de absorción LIII del mercurio (λ= 1.007 Å). 
Programas del paquete de software de SHELX (130) localizaron dos 
átomos de mercurio en la unidad asimétrica con un coeficiente de 
correlación de 0.403. Las fases iniciales de SAD, que proporcionaron un 
dímero en la unidad asimétrica, con un átomo de Hg por cadena, fueron 
mejoradas por modificación de densidad usando el programa DM. 
Posteriormente, el programa MOLREP fue usado para colocar un 
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homodímero del factor de transcripción homólogo CRP (de Thermus 
thermophilus, código de PDB 2zdb) en el mapa, para calcular una matriz 
inicial relacionando ambas subunidades del dímero. Esta matriz fue usada 
después para modificación de la densidad al explotar la simetría 2 no 
cristalográfica, usando el programa DM. La construcción del modelo con 
COOT y afinado con REFMAC y TLS se hicieron como con los 
complejos PII-NAGK y PII-PipX. La densidad de cada átomo de mercurio 
se situó en cada subunidad cerca del único residuo de cisteína (C156) de 
la cadena polipeptídica, confirmando así la corrección del modelo. Este 
modelo se usó luego para encontrar las fases del cristal NtcA I mediante 
reemplazo molecular (usando MOLREP), seguido de construcción de  
modelo y afinado hasta una resolución final de 2.3 Å (Tabla 3). La 
densidad electrónica no correspondiente a proteína que se encontró en 
cada subunidad en el lugar correspondiente al sitio del cAMP de CRP se 
interpretó como una molécula de 2OG (tomada del Hetero-compound 
Information Centre, Uppsala, http://xray.bmc.uu.se/hicup/). Para el cristal 
NtcA II se realizó reemplazo molecular usando el dímero del cristal de la 
forma I, dando una solución satisfactoria de dos dímeros en la unidad 
asimétrica, y sugiriendo además la existencia de un tercer dímero con una 
conformación diferente. De este modo, se fijó una solución inicial de dos 
dímeros activos, y posteriormente se hizo reemplazo molecular usando 
una subunidad de NtcA sin sus dominios C-terminales de unión a DNA 
como modelo de búsqueda, dando una solución comprendiendo un 
dímero adicional en la unidad asimétrica. Los dominios C-terminales de 
unión a DNA de este tercer dímero se situaron manualmente en la  
densidad electrónica usando COOT, y la estructura afinada mediante 
movimiento de cuerpo rígido y afinado con restricciones con REFMAC, 
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aplicando TLS al final del proceso de refinado, hasta una resolución final 
de 3.05 Å (Tabla 3). 
 
4.4  Cristalización y determinación de la estructura del 
complejo NtcA-PipX 
 Para la cristalización del complejo NtcA-PipX se mezclaron NtcA 
a 0.3 mg ml-1 y PipX a 0.1 mg ml-1 en tampón citrato sódico 50mM, pH 
6.5, NaCl 0.5 M, MgCl2 5 mM, 2OG 10 mM, L-arginina hidrocloruro 
50mM y L-glutamato 50 mM (neutralizado con NaOH) y tras 5 minutos 
de incubación a temperatura ambiente, se concentró por ultrafiltración 
centrífuga a través de una membrana de corte nominal 5 kDA (Amicon 
Ultra 5000 MWCO) hasta 3 mg ml-1. Se siguió el mismo procedimiento 
de cristalización que con NtcA, y se obtuvieron cristales de 0.15 mm en 
su máxima dimensión en seis semanas en MES 50 mM, pH5.5/ malonato 
sódico 1M/ 2-metilpentanodiol (MPD) 2%/ dimetilsulfóxido 5% (Fig. 
13D), y uno de ellos se enriqueció hasta el 25 % en MPD, se congeló en 
nitrógeno líquido y se difractó a 2.25 Å en la línea BM16 del ESRF de 
Grenoble. Los datos fueron procesados como en el caso del cristal NtcA I.  
 Las fases para el cristal del complejo NtcA-PipX se obtuvieron 
mediante reemplazo molecular con MOLREP usando como modelo una 
subunidad de NtcA del cristal de tipo I de NtcA. La solución consistió en 
un homodímero de NtcA en la unidad asimétrica. Después del afinado 
mediante cuerpo rígido y modificación de la densidad usando la simetría 
binaria no cristalográfica, el mapa de densidad electrónica fue lo 
suficientemente bueno como para situar manualmente en el mapa dos 
moléculas de PipX tomadas del complejo PII-PipX (molécula E de PipX). 
La estructura se afinó de la misma forma que con los otros cristales. 
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5. Validación y análisis de las estructuras  
  
 La consistencia de los modelos finales se contrastó comprobando 
que la estereoquímica era correcta y que las distancias entre átomos y los 
enlaces presentaban valores adecuados, que no había choques entre 
cadenas, y que los factores de temperatura, eran razonables. Estos análisis 
se realizaron utilizando programas de validación como PROCHECK 
(131) y haciendo uso de las herramientas disponibles en el Protein Data 
Bank (www.pdb.org) para comprobar la calidad de los modelos 
depositados. 
Los modelos finales, se depositaron en la base de datos del Protein 
Data Bank, junto con la información relativa al cristal, el proceso de 
afinado, y diversos detalles relacionados con la recogida de datos, y un 
fichero con los factores de estructura experimentales. Los códigos 
asignados fueron 2v5h (NAGK-PII tipo I), 2jj4 (NAGK-PII tipo II), 2xg8 
(PipX-PII), 2xhk (NtcA tipo I), 2xkp (NtcA tipo II), 2xgx (NtcA-Hg2+) y 
2xko(NtcA-PipX). 
 Para la superposición de estructuras se utilizaron los programas 
SSM (132) y LSQKAB (123). Para el cálculo de las superficies enterradas 
y contactos entre diferentes subunidades se usó el programa PISA (133). 
La estructura de PipX se comparó con todas las contenidas en el PDB 
usando el servidor DALI (134). Las figuras de estructuras de proteínas se 
generaron con Pymol (http://pymol.sourceforge.net). 
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6. Ensayos de ultrafiltración centrífuga  
 
6.1  Ensayos de ultrafiltración centrífuga de unión de PII a 
NAGK 
 Se mezclaron NAGK (8.17µM como hexámero) y diferentes 
cantidades de PII (7.6-17.5 µM como trímeros) recién purificadas y 
cuantificadas con exactitud (ver apartado 11 de Materiales y Métodos) en 
50 μl de una solución que contenía Hepes 20 mM, pH 7.5, MgCl2 10 mM, 
NaCl 80 mM, DTT 1 mM, NAG 20 mM. Se incubaron las mezclas 15 
min a 24ºC, se situaron sobre ultrafiltros centrífugos en tubos de tipo 
Eppendorf de corte nominal 100kDa (Amicon Ultracel YM-100, de 
Millipore), y se centrifugó 6 min a 5,000 x g (7,500 rpm) en una 
microcentrífuga Eppendorf (5415 R). La proteína contenida en el eluido 
se cuantificó mediante la técnica de Bradford (135) y se comparó con el 
ultrafiltrado de una muestra idéntica que carecía de NAGK, permitiendo 
la estimación de la fracción de PII libre (pasa el filtro) y  unida a NAGK 
(no pasa el filtro, como NAGK). Se usó una representación de Scatchard 
de los resultados, que al ser lineal permitió extrapolar la unión a infinita 
concentración de PII libre. 
 
6.2  Competición entre PipX y NAGK por PII en ensayos de 
ultrafiltración centrífuga 
 Para los ensayos de competición se procedió de la misma forma 
que en los ensayos de unión entre NAGK y PII excepto por la adición de 
PipX conjuntamente con NAGK a una solución de PII. El contenido de PII 
en los eluidos se mostró mediante SDS-PAGE (en geles de 15% de 
poliacrilamida) y tinción de Coomassie o mediante transferencia Western 
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usando inmunorevelado con un anticuerpo anti-PII (10). En esos 
experimentos PII-NAGK es retenido por el filtro, mientras que PII libre y 
PII-PipX atraviesan el filtro (Fig. 14). Para el Western Blot (116), las 
proteínas del gel SDS-page se transfirieron en semi-seco a membranas de 
nitrocelulosa y se detectaron mediante inmunodetección mediante 
quimioluminiscencia (ECL Western blotting detection system; GE 
Healthcare) usando una dilución 1:50000 de un anticuerpo policlonal de 
conejo anti-PII (10) (cedidos por el Profesor Karl Forchhammer) como 
anticuerpo primario y una dilución 1/2000 de anticuerpo secundario 
anticonejo (GE Healthcare). 
 
 
Fig. 14. Esquema de los experimentos de ultrafiltración centrífuga de competición entre 
NAGK y PipX por PII.  El filtro que retiene moléculas de más de 100 KDa separa el 
voluminoso complejo NAGK-PII (en rojo) del mucho menor complejo PII-PipX (en azul). 
 
 
7. Ensayos de actividad enzimática de NAGK 
 
7.1 Ensayos de inhibición por arginina de NAGK en ausencia 
y presencia de PII 
Para la determinación de la actividad NAGK se hizo uso del 
ensayo colorimétrico de Haas y Leisinger (136) en la forma descrita en 
(56), en el cual la mezcla de reacción contiene hidroxilamina (NH2OH), 
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que actúa como agente atrapante del producto de la reacción catalizada 
por la NAGK, el N-acetil-L-glutamilfosfato, formando N-acetil-L-
glutamil 5-hidroxamato, el cual se determina mediante el método del 
cloruro férrico (se forma un complejo hidroxamato-Fe3+ medible a 540nm 
y con un coeficiente de extinción molar de 456M-1 cm-1) (136).  
La mezcla de reacción, ajustada a pH 7.2, contenía 0.4 M de 
hidroxilamina-HCl, 0.4M Tris base, 20mM MgCl2, 40mM N-
acetilglutamato (NAG) y 10mM ATP y concentraciones variables de 
arginina, además de la NAGK a 6 μg ml-1 y concentraciones variables de 
PII (0-96 μg ml-1), y se detenía con la solución de FeCl3 al 5% (que 
contiene además ácido tricloroacético al 8% y 0.3M HCl) tras 20 min de 
reacción.  
El programa GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, 
California) fue utilizado para ajustar los datos de actividad obtenidos 
(medidos en U/mg enzima, siendo U la cantidad de enzima que genera un 
μmol de producto por minuto), a curvas de inhibición de tipo sigmoidea 
usando para ello la forma no logarítmica de la ecuación de Hill para la 
inhibición, varg= varg=0 x [1- (ArgN/ I0.5N + ArgN)], donde N es el 
coeficiente de Hill, I0.5 es la concentración de arginina que causa un 50% 
de la inhibición, varg es la velocidad a la concentración indicada de 
arginina y varg=0  es la velocidad en ausencia de arginina. El mismo 
programa se utilizó para ajustar a una hipérbola la dependencia de los 
valores de I0.5 obtenidos con respecto a la concentraciónde PII.   
 
 
 
                                                                                              Materiales y Métodos 
 
 63
7.2  Efecto de la competición entre PipX y NAGK por PII en 
ensayos de actividad NAGK 
 Para estudiar la competición entre PipX y NAGK por PII, se 
realizaron el mismo tipo de ensayos del apartado 7.1 pero en presencia de 
PipX, bien variando la concentración de PII (0-45 μg ml-1) a una 
concentración fija de PipX (66 μg ml-1), o variando PipX (0-40 μg ml-1) a 
una concentración fija de PII (1.8 μg ml-1). NAGK se mantuvo constante a 
5 μg ml-1.  
 
8. Cromatografía analítica de exclusión molecular (gel 
filtración) 
 
8.1  Obtención de la recta patrón 
 El calibrado de la columnas Superdex 200HR(10/300) y Superdex 
75GL (10/300), montadas en un sistema ΑKTA FPLC, se realizó 
mediante la aplicación de proteínas estándar de peso molecular conocido, 
de GE Healthcare, Sigma o producidas en nuestro laboratorio (81, 82, 
137-139), calculándose para la columna Superdex 200HR(10/300) para 
todos ellos el Kd = (Vm – V0)/ (Vc – V0), siendo Vm el volumen de elución 
de la muestra, V0 el volumen de elución del azul dextrano, que equivale al 
volumen no retenido y Vc el volumen de la columna o totalmente 
retenido, detectado por cambios en la conductividad debida a la muestra 
inyectada. Se representa en escala semilogarítmica la masa de la proteína 
en Da frente al Kd calculado (Superdex 200) o frente a los mL de elución 
(Superdex 75).  
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8.2  Análisis mediante gel filtración del complejo de NAGK y 
PII de S. elongatus 
 La cromatografía se llevó a cabo en la columna de exclusión 
molecular Superdex 200HR(10/30) antes mencionada, en las mismas 
condiciones ya descritas previamente (69), de manera que tras la 
incubación 10 minutos a temperatura ambiente de 100 μg de NAGK y 80 
μg de PII en hasta 500 μL de tampón de gel-filtración (fosfato sódico 
10mM pH7, MgCl2 5mM, EDTA 0.5mM, DTT 0.2mM, NaCl 400mM), 
se procedió a la inyección de todo el volumen a flujo de 0.5mL min-1 en 
la columna, pre-equilibrada y eluida con el mismo tampón, 
monitorizándose la densidad óptica a 280nm del eluyente. 
 
8.3  Análisis mediante gel filtración del complejo de NtcA con 
DNA 
 Se llevó a cabo en la columna Superdex 75GL (10/300), 
incubando 10 minutos a 23ºC, 160 μg de NtcA y 2.5 μg de DNA e 
inyectando en la columna a flujo de 0.5mL min-1, en Hepes 25mM, 
pH7.5, NaCl 0.5M, DTT 1mM, MgCl2 5mM, 4mM 2OG, y 
monitorizando la densidad óptica a 280nm del eluyente. El DNA 
correspondiente al promotor del gen glnA de S. elongatus se preparó al 
calentar a 60ºC durante 10 min y después dejando enfriar a 4ºC, 
cantidades equimolares de las secuencias complementarias de 24 bases  
5'-TTTATGTATCAGCTGTTACAAAAG-3' y 5'-
CTTTTGTAACAGCTGATACATAAA-3' (sintetizados químicamente 
por Sigma), donde los nucleótidos subrayados indican la secuencia 
consenso reconocida por NtcA. 
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9. Ensayos de “pull-down” 
 
9.1  Ensayos de “pull-down” de unión de PII a PipX 
 Mezclas de His6PipX (30.8 µM) y PII (rango de 5.5-68.2 μM, dado 
como subunidades de PII, correspondientes a 0.068-0.843 mg ml-1), 
frescas y cuantificadas con precisión, se incubaron 10 min a 24ºC en una 
solución de 0.6 ml de Hepes 20 mM, pH 7.5, NaCl 0.5 M, imidazol 20 
mM. Posteriormente las muestras se centrifugaron a través de columnas 
His SpinTrap (GE Healthcare) equilibradas en el mismo tampón, seguido 
de un lavado de 0.6-ml con esta misma solución. El contenido de PII en 
ambos eluidos se determinó mediante el método de Bradford (ver abajo) y 
se comparó con los eluidos de muestras idénticas sin PII o sin His6PipX, 
lo que permitió la estimación de la PII libre y por diferencia de la unida a 
His6PipX (que se retiene en la columna). Ensayos previos demostraron 
que: 1) toda la His6PipX se retiene en la columna; 2) que lavados extra de 
0.6-ml no liberaron más PII adicional; y 3) el paso final de elución con 0.6 
ml de 0.5 M imidazol liberó todo el complejo PII-PipX (demostrado por 
SDS-PAGE y tinción de Coomassie). De nuevo, se usó una 
representación de Scatchard de los resultados, extrapolando la unión a 
concentración infinita de PII libre. 
 
9.2  Efecto de los ligandos de PII en la unión de PII a PipX 
 Mediante el mismo tipo de ensayo que en el apartado 9.1, excepto 
por contener todos los tampones 5 mM de MgCl2, se estudió el efecto de 
los ligandos sobre la unión. Se usaron 85 μg de His6PipX y 50 μg de PII y 
2.5 mM de ATP o 2.5 mM de ADP o, finalmente, 2.5 mM de ATP/2 mM 
2OG en los ensayos. 
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10. Construcción del modelo NtcA-PipX-RNAP 
  
Dado que la estructura de los promotores activados por NtcA es 
muy similar a la de los promotores activados por CRP de clase II (2), la 
información estructural y bioquímica conocida del sistema de CRP se usó 
para la construcción del modelo. De esta forma se usaron técnicas de 
"docking" dirigido con el programa HADDOCK (140), usando la CRP de 
E. coli unido a α-CTD (112, 141) (código PDB 1lb2) y la región 4 de σ 
(σR4) de la RNAP unida a DNA (142) (código PDB 1ku7) de Thermus 
aquaticus, y usando la información de mutagénesis de residuos de 
interacción en CRP y la RNAP en E. coli (112, 143). En un segundo paso 
en la construcción del modelo, la holoenzima de la RNAP de Thermus 
aquaticus (144) (código PDB 1l9z) se superpuso sobre σR4 de la mejor 
solución de docking. En un tercer paso, la segunda subunidad de CRP se 
generó vía operaciones de simetría para formar el dímero de CRP. 
Finalmente, nuestra estructura del complejo NtcA-PipX se superpuso 
sobre el dímero de CRP. El modelo construido con CRP es muy similar al 
modelo previamente publicado, construido de forma diferente (112). 
 
11. Otros métodos 
  
Los geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 
(SDS-PAGE) eran del 15 % de poliacrilamida y el procedimiento 
utilizado fue el de Laemmli (145). De forma rutinaria la concentración de 
proteína se midió mediante el método de Bradford (135), usando el 
reactivo comercial de Bio-Rad y seroalbúmina bovina (BSA) como 
estándar. Para una cuantificación más precisa de las proteínas se utilizó o 
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bien la absorbancia a 280 nm, utilizado para NAGK con un coeficiente de 
absorción (A2801%)  de 4.92, estimada a partir de su secuencia de 
aminoácidos (usando la herramienta ProtParam de Expasy; 
www.expasy.org) (146), y para las demás proteínas que carecen de 
triptófanos en su secuencia de aminoácidos (no se puede estimar de forma 
precisa a partir de su A2801%) como PII, PipX y NtcA, el ensayo de Biuret 
(147), que se ve poco afectado por el tipo de proteína por detreminar la 
presencia del enlace peptídico (de Sigma), usando BSA cristalino como 
estándar. Los experimentos de “cross-linking” se llevaron a cabo de 
acuerdo con el método previamente descrito (148), usando dimetil 
suberimidato (DMS, Pierce) a 1 mg ml-1 como agente entrecruzador y 
analisis electroforético por SDS-Page en tampón fosfato de las proteínas 
entrecruzadas. Los alineamientos de secuencias se han hecho con 
ClustalW (149).  
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1. Control del almacenamiento de nitrógeno como arginina 
por PII: estructura del complejo PII-NAGK 
  
1.1  Cristalización y estructura global del complejo NAGK-PII 
 1.1.1  Cristalización y determinación de la estructura del 
complejo. El cristal de tipo I, de forma cónica o de punta de flecha y de 
tamaño pequeño (menor a 100 μm en su máxima dimensión) (Fig. 13A) 
difractó hasta 2.75Å con una completitud del 100% y un Rsym= 8.5 (Tabla 
1). El cristal de tipo II se formó en el borde de la gota de cristalización en 
forma de láminas o placas alargadas de tamaño pequeño-medio (alrededor 
de 200 μm en su máxima dimensión), y difractó hasta 3.46 Å con una 
completitud del 100% y un Rsym= 9.9 (Tabla 1). Los grupos espaciales y 
los parámetros de la celda unidad de los cristales fueron monoclínico 
(P21) y a= 90.38 Å, b= 161.03 Å, c= 91.56 Å, α=γ=90º, β= 106.53º para 
el cristal tipo I; y ortorrómbico (C2221) y a= 106.90 Å, b= 149.54 Å, c= 
162.21 Å, α=β=γ=90º, para el cristal tipo II. El contenido en solvente de 
los cristales fue de 45.1 % para el cristal de tipo I (con 6 subunidades de 
His6NAGK y 6 de PII en la unidad asimétrica) y 46.3 % para el cristal de 
tipo II (con 3 subunidades de His6NAGK y 3 de PII en la unidad 
asimétrica). El posterior gel de SDS-acrilamida del cristal de tipo II 
confirmó que en el cristal difractado estaban ambas proteínas y no sólo 
una de ellas (Fig. 13A). 
 Se obtuvieron las fases para el cristal II por reemplazo molecular 
usando los modelos de la NAGK de T. maritima (85) y de la PII de S. 
elongatus sola (27), dando una solución consistente en 3 subunidades de 
cada proteína en la unidad asimétrica. Se usó la estructura afinada del 
cristal II para reemplazo molecular en el cristal I, dando un hexámero de 
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NAGK y dos trímeros de PII en la unidad asimétrica. Los valores de 
Rfactor/Rfree de afinado fueron de 20.0/23.6 y la estereoquímica muy buena, 
con un 99.8% de los residuos en las regiones más favorables o adicionales 
de la representación de  Ramachandran (Tabla 1).  
 
Tabla 1. Datos de Rayos X y Estadísticas de Afinado de las Estructuras de PII-NAGK  
 Cristal I Cristal II 
Línea del ESRF  ID14-3, BM16  ID14-3  
Grupo Espacial P21 C2221
Celda Unidad (a,b,c) Å 
 
90.4 , 161.0 ,  91.6 ; 
 α=γ=90 , β= 106.5 
106.9, 149.5, 162.21 
Resolución, Å 87.71-2.75 (2.90-2.75) 54.07-3.46 (3.65-3.46) 
Reflexiones, totales/únicas 334220 / 65178 70396 / 17338 
Completitud, % 100 (100) 100 (100)
Multiplicidad 5.1 (5.2) 4.1 (4.1) 
I / σ 6.9 (2.0) 6.3 (1.9) 
Rsym a, % 8.5 (36.7) 9.9 (39.1)
Rfactor/Rfreeb, % 20.0/23.6 23.3/29.4 
rmsd longitud enlace, Å 
rmsd ángulo enlace, º 
0.011 
1.37 
0.010 
1.13 
Moléculas y átomos 
  cadenas polipeptídicas 
  Átomos proteína 
  N-acetilglutamato  
  Moléculas agua 
 
6NAGK : 6PII 
17902 
6 
187 
 
3NAGK : 3PII 
8531 
2 
0 
Media factores B Å2 
  Átomos proteína 
  N-acetilglutamato  
  Moléculas agua 
 
38.3 
45.7 
31.8 
 
73.4 
73.2 
- 
Repres. Ramachandran, %
   Favorables 
   Permitidos 
   Generos. Permitidos 
   No permitidos 
 
92.0 
7.8 
0.2 
0 
 
89.2 
10.2 
0.4 
0.2 
Los valores en paréntesis son los de los datos para la celda de mayor resolución.  
a Rsym = ΣI - <I> / ΣI, donde I es la intensidad observada e <I> la intensidad media. 
 b R-factor = Σh ||Fobs| - |Fcalc|| / Σh |Fobs|, donde |Fobs| y |Fcalc| son los factores de estructura observados y 
calculados para todas las reflexiones. Rfree, R basado en el 5% de los datos, usado como test de validación. 
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Fig. 15. Complejo PII-NAGK. NAGK, PII y NAG en representaciones de superficie, cintas 
y esferas, respectivamente. Los dímeros de NAGK y las subunidades de PII están 
coloreados independientemente. Vistas a través del eje ternario (A) o de un eje binario 
(B). 
 
1.1.2  Análisis global de la estructura del complejo. En el 
complejo, dos trímeros típicos de PII se asocian a un hexámero, también 
típico de NAGK (un trímero de dímeros) con sus ejes ternarios alineados, 
y con los trímeros de PII asentándose en caras opuestas del anillo de 
NAGK (Fig. 15). El mismo complejo se genera en el cristal II tras aplicar 
simetría cristalográfica, pero a partir de aquí me referiré únicamente a la 
estructura del cristal I, de mejor resolución (2.75 Å). El complejo es de 
forma aproximadamente esférica de radio ∼53 Å. Los trímeros de PII se 
encuentran en los polos y contactan la circunferencia interna del anillo 
hexamérico de NAGK, sin que PII obture totalmente el orificio central del 
hexámero de NAGK. Cada subunidad de PII interacciona únicamente con 
una subunidad de NAGK, contactando la capa α4 de NAGK cerca de su 
conexión con el borde N-terminal de la hoja β central (Fig. 16). Median 
los contactos dos superficies de cada subunidad de PII. Una está formada 
por el lazo B y la conexión β1-α1, que están expuestos, sobresaliendo de 
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la cara plana del trímero de PII y contactando el dominio C de la 
subunidad de NAGK. La segunda superficie en contacto con NAGK la 
provee el lazo T, que se inserta en la hendidura interdominio 
estableciendo contactos extensos con el dominio N de la subunidad de la 
NAGK (Figs. 16 y 17).  
 
 
 
Fig. 16. Contactos entre la subunidad de PII y la subunidad de NAGK. PII, NAGK y NAG 
están representados como cordón, cintas y esferas, respectivamente. Las partes en 
contacto del lazo T, lazo B y la conexión β1-α1, incluyendo algunas cadenas laterales de 
interacción, están en azul, rojo y verde, respectivamente. Las superficies externas de 
dichos elementos se representan como redes de los mismos colores. La hoja β central 
de la NAGK es verde, y otros elementos β y las α hélices se han coloreado en marrón y 
gris para los dominios N y C, respectivamente. Se han señalado algunos elementos y 
residuos de NAGK y de PII.  
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Fig. 17. Representación de superficies de las caras que participan en la interacción de 
NAGK (A) y PII (B), respectivamente, vistos a través del eje ternario. Se representa cada 
dímero de NAGK en un color y PII en tres tonalidades distintas de amarillo. Las 
superficies que cambian su accesibilidad al formar el complejo se han coloreado en azul, 
rojizo y verde oscuro, para el lazo T, lazo B y la conexión β1-α1 de PII y sus 
correspondientes superficies complementarias en NAGK. 
 
1.2  Estructura de NAGK en el complejo 
1.2.1  Conformación del hexámero. El hexámero o trímero de 
dímeros posee la típica forma de las NAGKs hexaméricas. Forma un 
anillo de 100Å de diámetro con bordes aserrados superior e inferior y un 
amplio orificio central de aproximadamente 30Å de diámetro. Al 
superponer los dímeros con los de la NAGK de T. maritima se observa un 
movimiento en cuerpo rígido de 1.9 Ǻ de los dominios C hacia las 
moléculas de PII en contacto con ellos (Fig. 18), que da como resultado un 
hexámero menos expandido y con sus dímeros más inclinados que en la 
NAGK de T. maritima con arginina unida (Fig. 19) (85). 
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Fig. 18. Cambios en el dímero de NAGK. Vista estereoscópica de la superposición de la 
cadena principal de los dímeros de NAGK de T. maritima (rojo) y de S. elongatus (verde) 
en el complejo con PII. Dos subunidades de PII (azul; señalizado PII) están unidos a la 
NAGK de S. elongatus. El eje binario (elipse negra) es perpendicular al papel. Por 
claridad, no se muestran todos los elementos de la NAGK. Observar el desplazamiento 
hacia PII del dominio C, y el desplazamiento en sentido contrario de la hélice N de la 
NAGK de S. elongatus. 
 
 
 
Fig. 19. El hexámero de NAGK. Las dos subunidades de cada dímero, en representación 
de cintas, están coloreadas de forma diferente, con aquellas subunidades relacionadas 
por la simetría tres en el mismo color. La superficie semitransparente de la molécula se 
representa en cian claro y su contorno en azul. El correspondiente contorno de la 
superficie de la NAGK de T. marítima está superimpuesto con una línea roja. El NAG 
unido está representado como esferas. En (A), visto a lo largo del eje ternario, en (B) 
visto a través de un eje binario desde el lado correspondiente a la unión interdimérica 
formada por las hélices N entrelazadas. 
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 1.2.2  Conformación de la subunidad. No se observan 
diferencias apreciables entre las seis subunidades de NAGK en la unidad 
asimétrica (RMSD, para la superposición de todos los Cα de la subunidad 
< 0.15Å). Comparado con la NAGK en su forma inhibida por arginina, 
además del movimiento en cuerpo rígido hacia las moléculas de PII 
anteriormente mencionado, se observan diferencias en el sitio de unión de 
la arginina.  
  Es interesante que cada subunidad de NAGK en el complejo 
posee una molécula de NAG unida normalmente (Fig. 16A). Sin 
embargo, en la NAGK del cristal II, una de las tres subunidades no posee 
NAG unido. En todas las subunidades de la NAGK de ambos cristales, 
incluso en la que no tiene NAG unido, la horquilla β3-β4, que forma la 
tapa que cierra el sitio del NAG, está bajada (Fig. 16), conformación que 
se encuentra en la forma de alta afinidad para el NAG (82, 85). 
De otro lado, cada subunidad de NAGK exhibe un sitio para la 
arginina en su localización esperada (Fig. 20D). Este sitio está 
ensanchado respecto al sitio de alta afinidad de la NAGK de T. maritima 
(Fig. 20A,B), debido a un desplazamiento hacia afuera respecto al sitio 
ideal de la arginina de los elementos que forman el sitio. La parte C-
terminal de la hélice N está posicionada como en el sitio vacío de la P. 
aeruginosa, con el anillo fenólico de Y23, que debería acomodar el Cα de 
la arginina (85), desplazado del sitio (Fig. 20D). La hebra β16 está 
movida hacia la molécula de PII que se une a su parte c-terminal, y la 
cadena lateral de M287, que debería interaccionar hidrofóbicamente con 
la cadena de la arginina unida, está desplazada ~1 Å. El lazo que conecta 
αH con β16, el cual debería unir a través de sus átomos de O de la cadena 
principal los grupos guanidinio y α-NH3+ de la arginina, está 
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sobreexpandido, debido probablemente a que la hélice N de la otra 
subunidad que corre de forma paralela tira de ella (Fig. 20D). De hecho, 
la orientación de estas hélices N, idénticas en todas las subunidades, 
representa aproximadamente la media de las orientaciones de estas hélices 
en las diferentes subunidades de la NAGK libre de arginina de P. 
aeruginosa (85) (Fig. 20C).  
 
Fig. 20.  Sitio para la arginina. (A) Sitio para la arginina en la superficie de las NAGKs de 
T. maritima con arginina unida, y (B) NAGK de S. elongatus (sin arginina). (C) 
Orientación de la hélice N en las NAGKs de S. elongatus (verde), T. maritima (rojo) y en 
dos subunidades de NAGK de P. aeruginosa (cian y amarillo). (D) Sitios de la arginina 
superimpuestos vistos en estéreo de las NAGKs de T. maritima (negro;  arginina unida 
en amarillo) y S. elongatus (verde). La parte de la hélice N de la subunidad vecina (en 
color más pálido) discurre paralelamente al lazo αH-β16. Las líneas discontinuas en rojo 
representan los contactos polares con la arginina y la línea discontinua  negra es un 
puente de hidrógeno entre el lazo αH-β16 y la hélice N de la subunidad adyacente. 
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Estos cambios en el sitio para la arginina justifica el incremento 
unas 15 veces en la concentración de arginina que produce un inhibición 
del 50% (I0.5Arg) producido por PII (Fig. 21). 
 
 
 
Fig. 21. Influencia de la proteína PII en la concentración de arginina que causa un 50% 
de inhibición (I0.5arg) de la NAGK de S. elongatus. Representaciones de actividad frente a 
concentración de arginina (en A) permitieron estimar los valores de I0.5arg a diferentes 
ratios de PII/NAGK, lo cual se representa en (B). Se usaron 6 µg/mL de NAGK (29nM 
hexámero) y 0-96 µg/mL (0-2580 nM trímero) de PII. 
  
 
1.3  Estructura de PII en el complejo 
 1.3.1  Estructura global de PII. Las seis subunidades de PII en la 
unidad asimétrica tienen prácticamente la misma estructura (valor de 
RMSD medio entre ellas de 0.34 Å, para 108 Cα, y para los dos trímeros 
es de 0.35 Å, para 324 Cα). La estructura (Fig. 22A y B) es muy similar a 
la PII de S. elongatus libre (27) (Fig. 22C y D) o a la de otras PII  (Fig. 2), 
excepto por la conformación del lazo T. 
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Fig. 22. El trímero de PII y 
el lazo T. (A-D) Trímeros 
representados en cintas, 
coloreándose de forma  
diferente cada subunidad, 
excepto el lazo T, el lazo B 
y la conexión β1-α1 que 
se, colorean en azul, rojo y 
verde, respectivamente. 
Se comparan las 
conformaciones de PII en 
el presente complejo (A, 
B) y en la PII de S. 
elongatus libre (C, D). 
(A,C) Vistas a través del 
eje ternario desde el lado 
que contacta a la NAGK, o 
(B,D) perpendicularmente 
al eje ternario, con la cara 
que interacciona con 
NAGK mirando hacia 
abajo. (E) Contactos del 
lazo T (en azul) con la 
subunidad de NAGK (en 
superficie semi -
transparente) mostrándose 
los residuos de 
interacción. Se 
representan también las 
partes del lazo B (en rojo) 
y de la otra subunidad de 
PII (verde) que 
interaccionan con el lazo T 
también.   (F) Red de 
pares iónicos (líneas de 
puntos) centradas en el 
lazo T (azul), que involucran a elementos del dominio N de la subunidad de NAGK 
(amarillo) y al dominio C (gris). La horquilla β6-β7 y la vecina horquilla β3-β4 que forman 
la tapa del sitio del NAG (con el NAG unido en representación de bolas), están en 
representación de cordón. Se comparan con las correspondientes horquillas de la NAGK 
de T. maritima (en verde). Los puentes de hidrógeno se representan como líneas 
punteadas negras. 
 
1.3.2  Conformación del lazo T. En todas las subunidades de PII, 
el lazo T se encuentra en idéntica conformación. A diferencia de la forma 
libre, en la cual el lazo T se encuentra extendido, en el complejo con 
NAGK el lazo T está en una conformación compacta que se asemeja a 
una pierna flexionada con el segmento proximal en aposición contra el 
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cuerpo de PII, con una región “bisagra” de alta plasticidad (residuos 37-
42) y con un segmento distal (residuos 43-52) en aposición contra el 
segmento proximal a través de una capa de cadenas laterales hidrofóbicas 
(Y46, L56 e Y51) (Fig. 22E). Ambos segmentos del lazo T están además 
unidos por un puente salino (E44:K58). En el segmento distal, los 
residuos 44-51 forman un horquilla β imperfecta que está involucrada 
centralmente en las interacciones con NAGK, horquilla que incluye y 
expone la S49, el residuo que cuando se fosforila impide la formación del 
complejo con NAGK (56, 69).  
En la GlnK1 (una proteína PII) de Methanococcus jannaschii (una 
arquea) unido a MgATP se ha observado un lazo T con una forma similar 
a la de los lazos T del presente complejo (32). Dado que el presente 
complejo no tiene ATP o ADP unidos, cada lazo T debe estar estabilizado 
en la conformación compacta por sus contactos con NAGK. Esta 
conformación compacta requiere que se rompa un puente salino entre R47 
y E85 (un residuo del lazo B) que se encuentra en la PII libre (27), y de 
hecho, en el complejo la pareja de interacción de E85 de PII es R233 de 
NAGK (Fig. 22E). Esta conformación compacta del lazo T debe 
estabilizarse por los puentes de hidrógeno que unen los N de la cadena 
principal de R47 y G48 con el átomo εO de Q258 de NAGK (Fig. 22E) 
además de contactos entre los lazos T y B (Q42 y E44 con I86), o incluso 
con la hélice 1 de la subunidad de PII vecina.  
 
1.4  Interacción de PII con NAGK 
 1.4.1  Contactos entre PII y NAGK. Como ya se ha dicho 
previamente, cada subunidad de PII interacciona con una sola subunidad 
de NAGK. Los contactos con el dominio C de NAGK mediados por la 
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cara plana del trímero de PII, cubren ~304 Å2 por subunidad de PII 
(determinado con una sonda de radio 1.4 Å) e implican al lazo B y a la 
unión entre β1-α1 (y residuos adyacentes) de PII, y el principio de la 
hélice F, el final de la hélice G y de β16 (Figs. 16, 23 y 24) de NAGK. 
Estos contactos incluyen interacciones hidrofóbicas (F11 y T83 de PII e 
I229, I253 y A257 de NAGK), puentes de hidrógeno, y el ya mencionado 
puente salino entre E85 de PII y R233 de NAGK. Estas interacciones tiran 
del dominio C y β16 hacia PII, contribuyendo al ensanchamiento del sitio 
para la arginina (ver arriba) en el lado opuesto del dominio. 
La otra superficie de contacto, proporcionada por la horquilla 
terminal del lazo T,  cubre 393 Å2 por subunidad de PII. Esta horquilla 
está insertada en la hendidura interdominio de NAGK, estando rodeada 
por y contactando con las últimas vueltas de la hélice G, del dominio C, y 
de la hélice E del dominio N (este dominio esta formado por los residuos 
1-200), así como con β7 de la horquilla β6-β7 en la superficie del 
dominio N (Figs. 17 y 23). Esta horquilla y la horquilla terminal del lazo 
T forman una hoja β híbrida imperfecta de 4 elementos que implican a 
cinco puentes de hidrógeno, de los cuales dos los provee el grupo OH de 
S49. Una red de pares iónicos (Figs. 22F y 23) centrado en los residuos 
R45 y E50 del lazo T (ellos mismos conectados por un puente salino) 
difunden hacia los elementos circundantes de NAGK, implicando a R139, 
D142, E151, E194 y R254, y posiblemente mediando en la disminución 
del KmNAG inducido por PII (56) (Fig. 25) (ver Discusión).  
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Fig 23. Detalle de la interacción entre PII y NAGK y secuencias diagnósticas de la 
interacción. PII y NAGK representados y coloreados como en la Fig. 16. Los tres residuos 
de PII y los 5 de NAGK que forman parte de la firma diagnóstica de interacción se 
encuentran resaltados con etiquetas en rojo o verde, respectivamente y con letras más 
grandes. Las interacciones entre residuos se representan como líneas punteadas. De 
éstas, en rojo se encuentran las interacciones de la red de pares iónicos centrados en el 
lazo T de PII. 
 
De forma global, la superficie de contacto NAGK-PII es 
sorprendentemente abierta, estando compuesta por seis pequeñas 
superficies de contacto para cada trímero de PII, con un total de 2094 Å2 
de área cubierta del trímero de PII, o para el hexámero de NAGK, 1826 Å2 
de área cubierta de dicho hexámero por cada trímero de PII  (Fig. 17). 
Estas superficies cubiertas solo representan el 14.3 % de la superficie 
expuesta de PII, y, para ambos trímeros de PII, solo el 5.8% de la 
superficie expuesta del hexámero de NAGK, lo que da cuenta de la 
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naturaleza transitoria de la interacción entre NAGK y PII, proteínas 
solubles que pueden existir como entidades independientes, como 
demuestra el hecho de que la superficie de interacción entre ambas tenga 
un fuerte carácter polar (51 % de la superficie expuesta son grupos 
polares). 
 
Fig 24. Correspondencia entre la secuencia de aminoácidos y la estructura secundaria 
de NAGK y PII. Los rectángulos y flechas superpuestos y las líneas punteadas sobre la 
secuencia denotan respectivamente, α hélices, elementos β y los lazos T, B y C de PII. 
Los círculos negros bajo las secuencias de NAGK y PII son los residuos con accesibilidad 
reducida tras la formación del complejo. Los círculos grises bajo la secuencia de NAGK 
son los residuos con accesibilidad reducida tras la unión del NAG. Los residuos en rojo 
son los residuos conservados o reemplazados conservadoramente en todas las NAGKs 
inhibibles por arginina o en todas las PII, mientras que los residuos en verde son los 
residuos que están conservados o reemplazados conservadoramente solo en 
organismos fotosintéticos. 
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Fig. 25. Efecto de PII sobre la cinética para el NAG de la NAGK. Hipérbolas obtenidas 
con ensayos a distintas concentraciones de NAG inicial en ausencia o presencia de PII 
(en este último caso, en una ratio de 10 trímeros de PII por hexámero de NAGK). El 
KmNAG aparente en ausencia de PII es de ± 16.6 mM, mientras que en presencia de PII 
este valor disminuye hasta ± 1.7 mM. 
 
 1.4.2  Secuencias diagnósticas de la interacción. La restricción a 
organismos fotosintéticos de la señalización PII-NAGK refleja 
especializaciones de secuencia y estructurales. Los residuos del lazo T, 
R45 y S49 y el residuo E85 del lazo B tienen un papel muy relevante en 
la formación del complejo (Figs. 23 y 24) y están conservados en 
organismos fotosintéticos pero no en otros organismos. Lo mismo se 
puede aplicar a los residuos de NAGK E194, R233, R254 y Q258, todos 
ellos implicados en las interacciones (Figs. 23 y 24), y a A257, en el 
centro de la región hidrofóbica que une ambas proteínas. La presencia 
simultánea de estos residuos, R45, S49 y E85 en PII; E194, R233, R254 
A257 y Q258 en NAGK, constituye una verdadera firma diagnóstica de la 
implicación de estas proteínas en la señalización PII-NAGK: estos 
residuos no coinciden en ninguna de las al menos 1000 secuencias 
disponibles de PII o NAGK de organismos no-fotosintéticos (analizado 
con la herramienta blast, http://expasy.org/tools/blast/), pero están 
presentes en 83 de 90 y en 84 de 91 secuencias disponibles de PII o 
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NAGK de organismos fotosintéticos (Swissprot Database, 
http://www.expasy.org). De las siete secuencias que no cumplen 
completamente la secuencia diagnóstica de PII, una de ellas no lo cumple 
sólo debido a un cambio conservador de E85 a Q, en el alga verde 
Chlorella variabilis (Swissprot file E1ZTP8), y las demás sólo por un 
cambio conservador de S49 a T (todas las algas verdes y mohos; 
Swissprot files E1ZTP8, D8UEC0, A8JI83, C1N580, A9RK14 y 
A0JC00) o a V (el alga roja Cyanidium caldarium, Swissprot file 
Q9TM37). En cuanto a NAGK, dos algas rojas, Gracilaria tenuistipitata 
y Cyanidioschyzon merolae (Swissprot files Q6B8Z0 y Q85FW5) y dos 
algas verdes del género Ostreococcus (A4SBC5, Q00VS7) sin la 
secuencia diagnóstica para NAGK no parecen tener gen para PII en sus 
genomas (NCBI Genomes database; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) y podrían no usar señalización 
por PII. De las tres restantes que no tienen secuencia diagnóstica para 
NAGK y poseen PII, una de ellas, la de la planta Populus trichocarpa 
(Swissprot file B9NA36) posee los cambios  R254A y A257S y las dos 
restantes, de las algas verdes Chlorella variabilis y Volvox carteri 
(Swissprot files E1ZQ49 y D8UD98) solo tienen el cambio A257S. Para 
comprobar que dicha interacción PII-NAGK se restringe a organismos 
fotosintéticos usamos NAGK y PII de P. aeruginosa, similares a las 
proteínas de cianobacteria [no se presenta por brevedad la preparación de 
la PII recombinante de P. aeruginosa; la de NAGK se describe en (150)], 
y no encontramos interacción entre ambas en condiciones en que la 
interacción es patente con las proteínas de cianobacteria (69), ya sea 
mediante ensayos de interacción por gel-filtración (Fig. 26A y B) o 
investigando la posible activación de NAGK por PII mediante ensayos de 
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actividad NAGK (Fig. 26C y D). Por tanto, la interacción claramente se 
restringe a organismos fotosintéticos. 
 
Fig. 26. Detección de la interacción entre PII y NAGK y restricción de la interacción a 
organismos fotosintéticos. Ensayos de interacción mediante Gel-Filtración con las 
proteínas de S. elongatus (A) o P. aeruginosa (B). El perfil de la inyección conjunta de 
ambas proteínas se representa mediante una línea roja, mientras que la inyección de 
cada una de las proteínas por separado con líneas discontinuas azules. En A, además 
se representa el SDS-Page de cada uno de los picos de la gel-filtración. En (C) y (D) se 
representan curvas de ensayos de inhibición por arginina en ausencia o presencia de PII, 
usando las proteínas de S. elongatus en C, o las de de P.aeruginosa en D. 
 
1.4.3  Estequiometría en solución del complejo. La 
estequiometría 2:1 PII trímero:NAGK hexámero del complejo es la misma 
en el cristal y en solución, como se muestra en estudios de interacción, 
con proteínas cuantificadas de forma precisa, en los cuales usamos 
ultrafiltración para separar la PII libre de la PII en complejo con NAGK. 
La representación de Scatchard (Fig. 27) reveló un único tipo de sitio en 
un número de ~2 por hexámero de NAGK y una Kd de 73±9 nM. Por 
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tanto esta gráfica revela la unión de dos trímeros de PII por hexámero de 
NAGK, de acuerdo con la predicción derivada de la estructura del 
complejo. 
 
 
 
 
Fig. 27. Estequiometría del complejo NAGK-PII  en solución. Representación de 
Scatchard de los resultados de los ensayos de unión por ultrafiltración centrífuga. Las 
concentraciones de NAGK (como hexámeros) fueron de 8.17 µM, mientras que PII se 
varió en un rango de 7.6-17.5 µM. El punto de corte con el eje Y de la recta de regresión 
corresponde a 1.94 trímeros de PII unidos por hexámero de NAGK a infinita 
concentración de PII. La pendiente corresponde a un valor de Kd de 73±9 nM.  
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2. Regulación por PII y PipX de la transcripción dependiente 
de NtcA  
 
2.1  Complejos cristalinos que implican a PipX y su relevancia 
funcional 
 Las estructuras de los complejos PII-PipX (Fig. 28) y PipX-NtcA 
(ver más adelante, determinados a 3.2 y 2.25Å (Tabla 2), revelan que las 
regiones de PipX que interaccionan con NtcA se encuentran apantalladas 
dentro del complejo PII-PipX, que consiste en un trímero de PII y tres 
moléculas de PipX (Fig. 28A-C), y por lo tanto no sería posible la 
formación de un complejo ternario PII-PipX-NtcA (ver Discusión). 
Ensayos de “pull-down” de unión de PII a PipX están de acuerdo con la 
estequiometría 3:3 observada en el complejo cristalino, y ensayos de 
competición entre PipX y NAGK por PII [junto con ensayos de doble 
híbrido y de resonancia de superficie (surface plasmon resonance, SPR), 
realizados con mutantes de las proteínas por los grupos de A. Contreras y 
de K. Forchhammer, ver Discusión] (151) apoyan la relevancia funcional 
de los contactos mostrados en ambos complejos cristalinos. 
 
2.2  Estructura del complejo PII-PipX 
 2.2.1  Cristalización y determinación de la estructura del 
complejo. Varios cristales en forma de aguja de pequeño tamaño, mucho 
menores de 100 μm en su máxima dimensión (Fig. 13B), crecieron tras 6 
meses en una única condición de cristalización. Uno de estos cristales 
difractó hasta 3.2Å con una completitud del 99.9% y un Rsym= 9.1 (Tabla 
2). El grupo espacial y los parámetros de la celda unidad fueron 
monoclínico (C2) y a= 111.4 Å, b= 61.6 Å, c= 113.0 Å, α=γ=90º, β= 
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126.4º. El contenido en solvente de los cristales fue de 43.8 % (con 3 
subunidades de His6PipX y 3 de PII en la unidad asimétrica).  
 
Tabla 2. Datos de Rayos X y Estadísticas de Afinado de las Estructuras de PII-PipX y de 
NtcA-PipX 
 PII-PipX NtcA-PipX 
Línea del ESRF  ID29  BM16 
Grupo Espacial C2 P41
Celda Unidad (a,b,c) Å 
 
111.4, 61.6, 113.0 
β= 126.4º 
52.0, 52.0, 227.7  
Resolución, Å 90.9-3.20 (3.37-3.20) 56.9-2.25 (2.37-2.25) 
Reflexiones, totales/únicas 38,633/10,330 195613 /28,245 
Completitud, % 99.9 (99.9) 98.9 (98.9) 
Multiplicidad 3.9 (3.7) 6.9 (5.6) 
I / σ 7.1 (1.8) 7.1 (2.0) 
Rsym a, % 9.1 (41.5) 7.5 (35.8) 
Rfactor/Rfree b, % 22.7/27.2 21.4/24.5 
rmsd longitud enlace, Å 
rmsd ángulo enlace, º 
0.009 
1.44 
0.014 
1.42 
Moléculas y átomos 
   cadenas polipeptídicas 
   Átomos proteína 
   2-oxoglutarato  
   Moléculas agua 
 
3PipX:3PII 
4534 
0 
3 
 
2NtcA:2PipX 
4822 
2 
100 
Media factores B Å2
   Átomos proteína 
   2-oxoglutarato  
   Moléculas agua 
 
70 
- 
32 
 
36 
42 
17 
Repres. Ramachandran, %
    Favorables 
    Permitidos 
    Generos. permitidos 
    No permitidos 
 
88.8 
9.6 
1.4 
0.2 
 
92.4 
7.6 
0 
0 
Valores en paréntesis son los datos en la celda de mayor resolución. 
a Rsym = ΣI - <I> / ΣI, donde I es la intensidad observada e <I> la intensidad media.  
b R-factor = Σh ||Fobs| - |Fcalc|| / Σh |Fobs|, donde |Fobs| y |Fcalc| son los factores de estructura observados y 
calculados para todas las reflexiones. Rfree, R basado en el 5% de los datos, usado como test de validación. 
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Fig. 28. El complejo PII-PipX. Representaciones en superficie (A,B) o en cintas (C) del 
complejo PII-PipX, con las subunidades de PII en diferentes tonos de amarillo y las 
moléculas de PipX en violeta, cian y verde. El eje ternario está en la vertical en A y C y 
ortogonal al papel en B. (D) Interacciones del lazo T con PipX. El lazo está en 
representación de cintas, mostrándose las cadenas laterales de interacción con PipX 
(identificados con letras y números de color negro). Se ha modelado un fosfato 
esterificado al grupo hidroxilo de la S49 como se espera para la fosforilación de este 
residuo. PipX se representa en superficie semi-transparente, con las areas de potencial 
de superficie positivo/negativo en azul/rojo; Se ilustran las cadenas laterales de residuos 
de interacción con PII se etiquetan en rojo. 
 
Se obtuvieron las fases mediante reemplazo molecular usando el 
modelo de la PII de S. elongatus en el complejo con NAGK sin sus lazos 
T (código de PDB, 2v5h), dando una solución consistente en 3 
subunidades de PII en la unidad asimétrica, observándose una gran masa 
de densidad electrónica extra mucho mayor que la esperada para los lazos 
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T de PII, atribuible a las moléculas de PipX. Estas fases iniciales se 
mejoraron mediante modificación de solvente, explotando la simetría 
ternaria no cristalográfica, obteniéndose un mapa mejorado que permitió 
trazar “a mano” el modelo de PipX y los lazos T de PII. Los valores 
finales de Rfactor/Rfree de afinado y la estereoquímica fueron bastante 
buenos para la resolución del cristal, con valores de 22.7/27.2 y con un 
98.4% de los residuos en las regiones más favorables o adicionales de la 
representación de Ramachandran (Tabla 2). 
2.2.2  Análisis global de la estructura del complejo. En el cristal del 
complejo, un trímero de PII se asocia con tres moléculas de PipX que se 
sitúan de forma cuasi simétrica alrededor del eje ternario del trímero. Las 
tres moléculas de PipX del complejo PII-PipX se encuentran 
completamente enjauladas dentro de PII (excepto las dos hélices C-
terminales que sobresalen lateralmente entre los lazos T), rellenando el 
espacio que se encuentra entre la cara plana del cuerpo del trímero de PII y 
los lazos T verticalmente extendidos (Fig. 28A,C), con los residuos de la 
región apical del lazo proyectados hacia dentro, agarrando como garras 
las moléculas de PipX (Fig. 28B). El complejo es de dimensiones 56 x 50 
x 50 Å (sin incluir la hélice C-terminal móvil de PipX). Cada subunidad 
de PII interacciona con dos subunidades de PipX, a través de dos 
superficies diferentes de cada subunidad de PII, una proporcionada por el 
lazo T y la otra por residuos de la base plana del trímero (Fig. 28A-C).  
2.2.3  Estructura de PII y de su lazo T en el complejo. Las tres 
subunidades de PII en la unidad asimétrica están en una conformación 
muy similar (valor de rmsd medio entre ellas de 0.44 Å, para 106 Cα), y 
su estructura es muy similar a otras PII, excepto por el lazo T, que 
presenta una conformación extendida, y similar a las encontradas en el 
                                                                                        Resultados 
 
 93
complejo de PII con el canal de amonio AmtB de E. coli (36, 44) o en la 
PII de M. jannaschii con ADP unido (32) (Fig. 29).  
 
Fig. 29. Conformaciones extendidas y flexionadas del lazo T (visión estereoscópica). (A) 
Superposición de cadena principal de los trímeros de PII, observados en los complejos 
PII-PipX (negro) y PII-NAGK (verde) de S. elongatus y en el complejo PII-AmtB de E.coli 
(rojo; código de PDB 2NUU). Eje ternario en posición vertical. (B) Vista ampliada de los 
lazos T de una de las subunidades de A. Los residuos del lazo T involucrados en las 
interacciones con PipX se indican con el propósito de resaltar su posición inadecuada 
para unir PipX cuando el lazo T se encuentra flexionado, como en el complejo con 
NAGK.  
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Una región bisagra (residuos 37-42) en la base del lazo T se 
encuentra desordenada en una subunidad y no pudo trazarse en dicah 
subunidad del complejo. Hacia la parte apical del lazo T se forma una 
horquilla β imperfecta entre los residuos 44-51. Tres de esos residuos, 
Y46, R47 e Y51 participan de forma clave en las interacciones con PipX 
(Fig. 28D y 30), por lo que la conformación de cada lazo T parece estar 
estabilizada por los contactos con su proteína diana, en este caso PipX 
(Fig. 28D). El puente salino E44:K58 que se formaba en la conformación 
compacta del lazo T del complejo con NAGK ya no se forma, y al igual 
que en la estructura de PII en el complejo con AmtB, el grupo ε amino de 
K58 interacciona con el oxígeno de la cadena principal de G87.  
 
Fig. 30. Correspondencia entre la secuencia de aminoácidos y la estructura secundaria 
de PII en el complejo con PipX. Los rectángulos amarillos y flechas en cian sobre la 
secuencia corresponden respectivamente, a α-hélices y elementos β. Los residuos 
conservados o conservadoramente reemplazados en todas las PII (290 secuencias 
analizadas), se sombrean en gris, mientras que los conservados o conservadoramente 
reemplazados solo en cianobacterias se sombrean en rojo o en azul, respectivamente. 
Los círculos azules debajo de la secuencia de PII señalan los residuos con accesibilidad 
reducida tras la formación del complejo PII-PipX. Destacar que todos los residuos que 
participan en los contactos cristalinos están conservados en cianobacteria. 
 
El residuo que se fosforila, S49, está expuesto en el complejo pero 
queda lejos de PipX y no se espera que participe en la interacción (Fig. 
28D). 
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Fig.31. Estados oligoméricos de NtcA, PII y PipX en solución y funcionalidad de la 
proteína NtcA purificada. (A) Ensayos de entrecruzamiento covalente mediante 
dimetilsuberimidato (148), usando 0.6, 0.4 y 0.5 mg/mL de PII, PipX y NtcA 
respectivamente. Los signos negativo/positivo reflejan ausencia/presencia del agente 
entrecruzador (a 1 mg ml-1). Como puede verse, mientras que PII forma trímeros en 
solución y NtcA dímeros, no hay evidencia de que PipX forme oligómeros. (B) Gel-
filtración de NtcA en ausencia o presencia de DNA. La NtcA pura une DNA, como puede 
verse por la disminución del pico de DNA y la aparición de un pico nuevo adelantado del 
complejo. La masa molecular basada en la secuencia para un dímero de NtcA (C) está 
de acuerdo con su elución de la columna de gel filtración. 
  
2.2.4  Estructura de PipX. PipX es monomérica en solución (60) 
(Fig. 31A). La estructura cristalina de sus complejos con PII y NtcA (Figs. 
28 y 43) revela que PipX consiste en un dominio globular de plegamiento 
exclusivo β, seguido de dos α-hélices (residuos 54-89). Aunque su 
secuencia no reveló dominio reconocible alguno, su dominio β revela el 
plegamiento de un dominio de tipo tudor (residuos 4-53). 
El dominio de tipo tudor, una hoja β antiparalela altamente 
curvada formando un β-sándwich (Figs. 32 y 33), tiene 5 elementos β en 
PipX, careciendo de los motivos de secuencia canónicos de los dominios 
tudor (152), pero asemejándose fuertemente estructuralmente (RMSD, 1.5 
Å para 39 átomos Cα) al dominio de tipo tudor N-terminal de RapA 
(153), otra proteína involucrada en transcripción (Fig. 33C).  
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Fig.32. PipX y la interacción con PII y NtcA. (A) Correspondencia entre la secuencia de 
aminoácidos y la estructura secundaria de PipX. Los rectángulos amarillos y flechas en 
cian sobre la secuencia corresponden respectivamente, a α-hélices y elementos β. Los 
residuos que se conservan en PipX en cianobacteria se sombrean en rojo, y los residuos 
reemplazados conservadoramente están sombreados en azul. Los círculos azules arriba 
de la secuencia de PipX señalan los residuos con accesibilidad reducida tras la 
formación del complejo PII-PipX mientras que los círculos negros debajo de la secuencia 
señalan los residuos con accesibilidad reducida tras la formación del complejo NtcA-
PipX. Todos los residuos que participan en los contactos entre las proteínas de los 
respectivos cristales de los complejos están conservados. Representaciones en (B) 
cintas y de (C) superficie de PipX en idéntica orientación para ilustrar en verde las 
regiones involucradas en las interacciones tanto con PII como con NtcA, y en magenta o 
dorado las de interacción exclusiva con PII o con NtcA, en los complejos 
correspondientes. En B se señalizan los elementos de estructura secundaria y se indican 
algunos residuos para facilitar la localización de elementos en la representación de 
superficie. En C los números de los residuos son magenta, naranja oscuro o verde pálido 
cuando, en ensayos de doble híbrido realizados por el grupo de la Dra Asunción 
Contreras (U. de Alicante) (151), su mutación a alanina (Q34, R54 y L65 fueron mutados 
a E, C y Q, respectivamente) dificultó la interacción con PII, NtcA o ambos, 
respectivamente, y en rojo cuando la mutación no provocó ningún efecto sobre la 
interacción con PII o NtcA. Los residuos numerados en negro no se mutaron. Las líneas 
indican residuos en la parte trasera de la molécula. 
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Este dominio de PipX media prácticamente todos los contactos 
con PII (y también con NtcA, ver apartado 2.4.5) y con las otras moléculas 
de PipX en el complejo, mientras que las hélices C-terminales están 
expuestas en el complejo con PII, con evidencia de fuerte movilidad de la 
hélice C-terminal. Así estas hélices son un rasgo destacado en la 
estructura del complejo ya que rompen la simetría molecular, pues la 
hélice C-terminal está plegada sobre la hélice previa en una de las 
moléculas de PipX mientras en otra molécula se encuentra totalmente 
extendida (Fig. 33). 
 
Fig.33. Estructura de PipX. (A) Superposición de dos moléculas de PipX del complejo 
PII-PipX, representadas en cintas, en la que se puede observar la diferencia entre las 
posiciones extendida y flexionada de la hélice C-terminal. Se han señalado todos los 
elementos de estructura secundaria (B) Superposición de las dos moléculas de PipX del 
complejo PipX-NtcA (coloreadas en rojo y verde) y la molécula de PipX del complejo PII-
PipX con la hélice C-terminal flexionada (coloreada en cian). (C) Superposición de PipX 
(en amarillo) con el dominio de tipo tudor N-terminal de RapA.  
  
En el complejo con PII, las dos capas de su β-sándwich contactan a 
través de sus bordes con los bordes de las mismas capas de las otras dos 
moléculas de PipX, formando un trímero de PipX con forma de trébol que  
interacciona con su cara superior (formada por la horquilla β1-β2 y el 
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conector β3-β4) con la cara plana del trímero, mientras que su cara plana 
(formada por las horquillas β2-β3 y β4-β5) forman la base plana expuesta 
del complejo (Fig. 34A,B). El área de contacto entre moléculas de PipX 
es pequeña (238 Å2 por monómero de PipX), lo que parece excluir la 
existencia de este trímero fuera de la arquitectura del complejo con PII, de 
acuerdo con la naturaleza monomérica de la PipX aislada (60) (Fig. 30) y 
observada aquí en el complejo PipX-NtcA (ver apartado 2.4), y de 
acuerdo con los resultados del grupo de la Dra Contreras (151) en que no 
se detecta interacción PipX-PipX en ensayos de doble híbrido (Y2H) y sí 
se detecta en ensayos de triple-híbrido (Y3H) en que se utiliza PII como 
proteína puente. 
Fig.34. Papel del dominio de tipo Tudor de PipX en sus interacciones mutuas (A) y (B). 
Representacion en superficie semi-transparente y cintas del trímero de PipX en el 
complejo con PII. En A el eje ternario es perpendicular al papel y en B es vertical. Se 
señalizan los lazos que participan en los contactos mutuos.  (C) Hélices C-terminales de 
una de las subunidades de PipX en complejo con PII y su densidad electrónica 
correspondiente (representada como una red de color magenta). 
 
2.2.5  Interacción de PII con PipX. Cada lazo T de PII contacta 
con dos subunidades de PipX, proporcionando el 51 % de la superficie 
total de interacción, mientra que la otra región de interacción la 
proporciona la base plana de PII. Así, cada monómero de PipX contacta 
simultáneamente con dos subunidades de PII: 1) en la subunidad a la 
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mayor parte del lazo T (residuos Y46, Y51, T52 y E54, superficie 
cubierta del lazo T, ~430 Å2); 2) en la subunidad b una pequeña parte del 
lazo T (residuos Y46 y R47, superficie cubierta ~70 Å2) y una parte de la 
base plana de la subunidad (residuos R9, P10, F11, L13, D14, E32, Q57, 
L59, superficie cubierta ~480 Å2). Con la mayor parte del lazo T contacta 
la parte convexa del dominio de tipo tudor (lazo β1-β2, lazo β3-β4, 
principio de β4 y final de β5, residuos T11, F12, Q34, L36, P51, G53, 
R54) de una subunidad. Con la base plana de PII interaccionan residuos de 
la capa superior del sándwich de PipX (principio de β1 y final de β2 y 
lazo β3-β4, residuos E4, Y6, L14, Y16, L31, Y32, R35). El contacto con 
la región minoritaria del lazo T esta mediado solo por F42, el único 
contacto que implica a la capa inferior del β-sándwich de PipX (Figs. 32 y 
35).  
Al contrario de lo que ocurría en el complejo PII-NAGK, un alto 
porcentaje de los contactos son de naturaleza hidrofóbica (~65%).  
Todos estos residuos implicados en la interacción se encuentran 
conservados en cianobacterias tanto en PII como en PipX (Swiss-Prot 
database: www.expasy.org), pero no se encuentran presentes de forma 
simultanea en las PII de otros organismos, incluyendo las procedentes de 
plantas, organismos que carecen de PipX (Fig. 32A).  
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Fig. 35. Contacto de una subunidad de PipX (en cintas) con dos subunidades de PII (una 
subunidad amarilla y otra naranja; ambas en representación de superficie). Se muestran 
los contactos de una subunidad de PipX con dos subunidades de PII. Se muestra el 
detalle de las interacciones de PipX con cada una de las subunidades de PII. Se 
señalizan los residuos de PipX con letras negras y los de PII con letras azules PII 
coloreado como en la Fig. 28. Las diferentes regiones de contacto de PipX se colorean 
diferentemente; β1- β2 en verde, β3- β4 rojizo, F42 y el final de β4 en negro y la 
conexión entre β5 y αA en cian. Los contactos polares se muestran como líneas 
punteadas negras. Por claridad se han eliminado las α-hélices de PipX. 
 
2.2.6 Ensayo de unión de PII a PipX en solución. La 
estequiometría de tres moléculas de PipX por trímero de PII que 
encontramos en el cristal está de acuerdo con los resultados de los 
ensayos de unión mediante “pull-down” en que se determina la cantidad 
de PII que es retenida por una cantidad fija de His6-PipX en una columna 
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de Níquel (His-trap) (Fig. 36A y B). Los estudios detallados a 
concentración variable de PII y en ausencia de ligandos revelan que, a 
saturación de PII, el complejo contiene el mismo número de cadenas 
polipeptídicas de PII y PipX (Fig. 36A). 
 
Fig. 36. Estudio de la unión PipX-PII e influencia de los ligandos de PII en la unión PII-
PipX. (A) Representación de Scatchard de los resultados de los ensayos de “pull-down” 
de unión de PII a PipX. La concentración de PipX fue 30.8 μM y la de PII (como 
subunidades de PII) se varió entre 5.5 y 68 μM. El corte con el eje Y corresponde a 1.01 
± 0.06 subunidades de PII unidas por monómero de PipX a infinita concentración de PII, 
correspondiente a ∼3 moléculas de PipX unidas por trímero de PII. La pendiente 
corresponde a un valor de Kd de 6.8 ± 0.7 μM. (B) Ensayos de “pull-down” de unión de PII 
a PipX,  incluyendo en todas las soluciones 5 mM de MgCl2 y, cuando se indique, o bien 
2.5 mM  ATP, 2.5 mM ADP, o 2.5 mM ATP/2 mM 2OG. Las cantidades de PipX y PII 
usadas fueron 85 μg y 50 μg, respectivamente. El diagrama de barras (media ± error 
estandar para dos experimentos independientes) proporciona la cantidad de proteína 
(correspondiente exclusivamente a PII) que no se retiene por la columna de níquel. La 
diferencia entre las muestras con ADP y las sin ligandos es estadísticamente significativa 
(T-test de dos colas). Los paneles sobre las barras representan los resultados del 
analisis por SDS-PAGE (tinción con Coomassie) de la proteína no retenida, así como de 
la proteína liberada tras la elución con 0.5 M de imidazol. 
 
 2.2.7  Efecto de los ligandos de PII en la unión de PII a PipX. 
Con el mismo tipo de ensayo de unión mediante “pull-down”, se estudió 
la influencia de los ligandos en la formación del complejo (Fig. 36B). El 
2OG (en presencia de MgATP) produce el efecto esperado y disocia el 
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complejo PII-PipX, como prueba la menor cantidad de PII retenida para 
una misma cantidad de PipX (mayor cantidad de PII eluido en el lavado y 
menor cantidad en la solución eluida cuando se eluye PipX con alta 
concentración de imidazol). De forma contraria, el ADP, que promueve 
una conformación del lazo T similar a la del complejo de PII con PipX 
(32, 36, 44), incrementa la afinidad de PII por PipX, a juzgar por la 
disminución de PII en el lavado inicial. Por el contrario, el MgATP tiene 
poco o ningún efecto sobre la unión, ya que la cantidad de PII que aparece 
en el lavado es esencialmente la misma que sin ligandos. 
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Fig. 37. Competición entre PipX y NAGK por PII. (A) Representación de superficie de PII, 
vista a través del eje ternario desde el lado plano del trímero. Las areas verdes 
corresponden a aquellas regiones involucradas en las interacciones de esta proteína 
tanto con PipX como con NAGK en sus complejos respectivos, mientras que se colorean 
en azul y dorado las superficies de interacción exclusiva con PipX o con NAGK. Además 
se han señalado mediante números y letras en azul o rojo aquellos residuos identificados 
por el grupo de A. Contreras (U. de Alicante) en ensayos de doble híbrido (Y2H) cuya  
mutación a alanina (excepto para P10 y V53, que se mutaron a L y G, respectivamente), 
dificultó o no dificultó, respectivamente la interacción con PipX (151). Los residuos en 
negro no se mutaron. (B) Esquema de los experimentos de ultrafiltración centrífuga de 
competición entre NAGK y PipX por PII. (C) Ensayos de ultrafiltración de unión de PII a 
NAGK revelaron que PipX (añadido conjuntamente con NAGK a una solución de PII) 
evita la incorporación de PII al complejo con NAGK, llevando a la aparición de PII en el 
ultrafiltrado [mostrado por SDS-PAGE y tinción de Coomassie (izquierda), o por “western 
blot” e inmunotinción con un anticuerpo anti-PII,  derecha]. Las concentraciones de PII y 
NAGK se indican en términos de trímeros y hexámeros, respectivamente. (D, E) 
Influencia de PipX en la concentración de arginina que causa un 50% inhibición (I0.5Arg) 
en ensayos de actividad NAGK en presencia de PII. Representaciones de actividad frente 
a concentración de arginina permitieron estimar los valores de I0.5arg a diferentes ratios de 
PII/NAGK. En D la cantidad de trímero de PII se varió, mientras que en E PipX se varió a 
un ratio constante PII3/NAGK6. En ambas figuras la concentración de NAGK6 fue 24 nM.  
 
2.2.8  Competición entre PipX y NAGK por PII. El análisis de 
las superficies de contacto en los complejos PII-NAGK y PII-PipX excluye 
la posibilidad de formación de un complejo ternario entre NAGK, PII y 
PipX ya que la misma cara de PII se une a NAGK o PipX (Fig. 37A), con 
los residuos de PII R9, F11, Y46, R47 e Y51 participando en las 
interacciones con las dos proteínas (Figs. 32A y 37A). De hecho, en 
ensayos de triple híbrido en levadura (Y3H) realizados en el grupo de la 
Dra. A. Contreras (151) usando PII como proteína puente, no se pudo 
identificar dicho complejo ternario. La participación de los mismos 
residuos de PII en la interacción con PipX y NAGK conduce a la 
predicción de que PipX y NAGK deben competir por NAGK. Esta 
predicción pudo ser corroborada mediante ensayos de unión por 
ultrafiltración (Fig. 37B,C), en los cuales la adición de PipX a mezclas de 
PII y NAGK daba como resultado la detección de PII en el ultrafiltrado (el 
complejo PII-PipX era demasiado pequeño para ser retenido por el 
ultrafiltro) mientras que en ausencia de PipX PII no aparecía en el 
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ultrafiltrado debido a su retención como parte del voluminoso complejo 
PII-NAGK. La competición se demostró también en ensayos de actividad 
NAGK. Estos ensayos demuestran que PII aumenta la concentración de 
arginina que causa 50% de inhibición del enzima (I0.5). La adición de 
PipX a estos ensayos incrementó el requerimiento de PII para causar el 
mismo aumento en I0.5Arg (Figs. 37D y E), lo que indica que la 
concentración de PII libre disponible para interaccionar con NAGK, 
disminuye al añadir PipX. 
 
2.3  Estructura del factor de transcripción NtcA 
 2.3.1  Cristalización y determinación de las estructuras. Como 
ya se ha indicado antes, NtcA es en cianobacterias el factor de 
transcripción controlado por PII, aparentemente a través de su 
corregulador proteico PipX. Como primer paso para establecer cómo 
afecta PipX a NtcA, determinamos la estructura de NtcA. Cristales de 
NtcA de gran tamaño (alrededor de 0.4mm en su máxima dimensión) 
(Fig. 13C), crecieron tras una semana en dos formas distintas (formas I y 
II). El de la forma I difractó hasta 2.3Å, y fue ortorrómbico (grupo 
espacial P212121), con dos subunidades de NtcA en la unidad asimétrica 
formando un dímero, para un 62.9 % de contenido de solvente. El cristal 
de la forma II difractó hasta 3.05 Å, fue hexagonal, y contuvo tres 
dímeros de NtcA en la unidad asimétrica, dos de ellos muy similares al 
encontrado en el cristal de la forma I, y un tercer dímero en una 
conformación diferente, para un contenido de solvente del 48.5%. 
Además se obtuvo un derivado con mercurio de un cristal de la forma I, 
con dimensiones de celda y grupo espacial muy similares a los de su 
forma sin mercurio, que difractó hasta 2.85Å (Tabla 3). 
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Tabla 3. Datos de Rayos X y Estadísticas de Afinado de las Estructuras de NtcA  
 NtcA-Hg2+ NtcA I NtcA II 
Línea del ESRF  BM16  ID14-4  BM16  
Longitud de onda, Å 1.0070  0.9795 0.9842 
Grupo Espacial P212121 P212121 P61 
Celda Unidad (a,b,c) Å 
 
67.4,70.0, 149.0 67.2, 70.8, 150.0  110.4,110.4,219.6 
γ=120º 
Resolución, Å 74.5-2.85 
 (3.00-2.85) 
74.9-2.30 
(2.42-2.30) 
87.7-3.05  
(3.21-3.05) 
Reflexiones, totales /únicas 112,310/16,626 235,058/32,971 324,287 /28,882 
Completitud, % 97.3 (97.3) 99.8 (99.8) 100 (100) 
Multiplicidad 6.8 (6.6) 7.1 (7.3) 11.2 (11.4) 
I / σ 8.0 (1.9) 13.3 (1.8) 5.6 (1.8) 
Rsym, % 7.1 (40.2) 4.6 (40.6) 11.1 (41.4) 
Anómalos 
completitud, % 
   multiplicidad  
   FOMa 
   CC all/weakb (%) 
 
91.7 
3.8 
0.42 
40.3/24.5 
 
− 
− 
− 
−
 
− 
− 
− 
− 
Rfactor/Rfree , % 21.1/ 24.5 20.4/23.8 20.6/24.7 
rmsd longitud enlace, Å 
rmsd ángulo enlace, º 
0.010 
1.30 
0.015 
1.56 
0.009 
1.22 
Moléculas & átomos  
  cadenas polipeptídicas 
   Átomos proteína 
   2-Oxoglutarato  
   Átomos mercurio 
   Moléculas agua 
 
2 
3317 
2 
2 
9 
 
2  
3414 
2 
− 
116 
 
6 
9506 
6 
− 
0 
Media factores B Å2
   Átomos proteína 
   2-Oxoglutarato  
   Átomos mercurio 
   Moléculas agua 
 
65 
51 
90 
30 
 
47 
41 
− 
23 
 
54 
60 
− 
− 
Repres. Ramachandran, %
    Favorables 
    Permitidos 
    Generos. permitidos 
    No permitidos 
 
88.9 
10.9 
0.3 
0 
 
92.4 
7.6 
0 
0 
 
89.2 
10.4 
0.5 
0 
Valores en paréntesis son los datos en la celda de mayor resolución. 
a Figura de mérito Patterson dada por el programa SHELX. 
b Coeficiente de correlación All/Weak definido por el programa SHELX. 
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Las fases cristalográficas de NtcA se obtuvieron para el cristal de 
la forma I que contenía mercurio, usando la señal anómala para este 
metal, mediante la técnica de SAD. El modelo generado a 2.85 Å de 
resolución dió valores de Rfactor/Rfree de 21.1/24.5, y fue utilizado como 
modelo de reemplazo molecular para determinar las fases del cristal de la 
forma I, que tiene mejor resolución, obteniéndose un modelo que, tras 
afinamiento (ver Materiales y Métodos) dió unos parámetros de calidad 
(Rfactor/Rfree) de 20.4/23.8, para una resolución final de 2.3 Å. 
Las fases del cristal de la forma II se determinaron mediante 
reemplazo molecular, dando un modelo afinado a 3.05 Å de resolución a 
valores de Rfactor/Rfree de 20.6/24.7. Los modelos obtenidos presentan 
excelente estereoquímica (>99.5 % de los residuos en las regiones más 
favorables o adicionales de la representación de Ramachandran,Tabla 3).  
2.3.2  Estructura de NtcA en su forma activada por 2OG. La 
estructura de NtcA de los cristales de la forma I con y sin mercurio fue 
prácticamente la misma, a excepción del átomo de mercurio unido a la 
Cys156 de cada subunidad, por lo que a partir de aquí me referiré 
únicamente a la estructura sin mercurio, de mejor resolución (2.3Å). De 
acuerdo con los resultados obtenidos para la NtcA en solución (Fig. 31), 
la estructura del cristal I confirmó una arquitectura homodimérica (Fig. 
38).  
La sustancial conservación de secuencia entre NtcA y el factor de 
transcripción de estructura conocida CRP (~25% de identidad), sugería 
que la estructura de ambos factores de transcripción era similar. Así lo ha 
confirmado la superposición de las estructuras de la forma I de NtcA con 
las formas en conformación activa de CRP bien con cAMP o con cAMP y 
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DNA unidos (106, 107, 110, 111) (Fig. 39C) [RMSD de 2.02 Å para 189 
Cα para la forma de CRP con cAMP y DNA unidos (111)]. 
 
Fig. 38. Estructura de NtcA en sus formas activa (A) y aparentemente inactiva (B) Una  
subunidad se colorea plateada y la otra amarilla. Los dominios de unión a DNA están 
coloreados en tonos más oscuros de los mismos colores, excepto la hélice C-terminal, 
que se representa en rojo por ser el único elemento no presente en CRP. La molécula de 
2OG, presente en ambas estructuras, se representa en esferas. En A, la superposición 
con CRP-DNA [PDB 1J59, (111)] permitió el modelizado de DNA unido (en gris). 
 
Cada subunidad se compone de dominios N- y C- terminales 
(coloreados en diferente tono en la Fig. 38 y Fig. 40). Como en CRP (106, 
107), en el caso de NtcA el dominio N-terminal aloja al activador, 2OG 
(ver apartado 2.3.3). Este dominio se denomina regulador o de unión del 
efector (abreviado EBD de “effector binding domain”). Este dominio está 
compuesto por un motivo en barril β de 8 elementos y de tres α-hélices, 
una N-terminal (αA) y dos al final del dominio (αB y αC), de la que la 
última (αC, residuos 115-140) es muy larga y desempeña papeles 
cruciales en la dimerización, en la unión de 2OG y en la transmisión de la 
señal reguladora que resulta en la activación. Esta hélice podría 
considerarse como perteneciente a ambos dominios, ya que en su región 
N-terminal  pertenece  claramente  al EBD,  pero en  su mitad  C-terminal  
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Fig 39. Superposiciones de las estructuras (cadena principal) de NtcA y CRP unida a 
DNA (visión estereoscópica)  (A) Conformaciones activas. NtcA en verde con el 2OG 
unido (en amarillo). CRP (en negro) [PDB 1J59 (111)] con DNA (en naranja) y cAMP 
unidos (en negro). (B) Misma superposición que en A pero reemplazando NtcA activa 
por la forma inactiva (en rojo/ magenta). 
 
interacciona fuertemente con los componentes del dominio C-terminal, 
con los que es solidaria, conectando su extremo C-terminal con dicho 
dominio. Este dominio es en CRP el de unión a DNA (abreviado DBD de 
“DNA binding domain”). Este dominio C-terminal consta de una hélice 
en su extremo N-terminal (αD) y de otra en el C-terminal (αG), de dos 
horquillas β que definen una hoja β antiparalela de 4 elementos, y, entre 
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ambas horquillas, de dos α- hélices (αE y αF) que forman un motivo 
hélice-giro-hélice (HTH) de unión al DNA (Figs. 38, 40 y 41). De estas 
dos hélices, αF (también llamada hélice de reconocimiento) es la que 
proporciona un mayor número de residuos de contacto con el DNA en 
CRP; en esta estructura de NtcA en su forma activa, la distancia entre 
ambas hélices F es de 35 Å, justo la distancia existente entre dos surcos 
mayores consecutivos en el DNA y aproximadamente la misma distancia 
que existe entre las hélices F en CRP en complejo con el DNA (110, 111) 
(Fig. 42A). 
 
Fig. 40. Topología de la subunidad de NtcA. El dominio N-terminal de unión del efector 
(EBD), con el 2OG unido, se colorea en plateado y el dominio C-terminal de unión a DNA 
(DBD) en dorado. Se indican todos los elementos de estructura secundaria. 
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Fig. 41. Correspondencia entre la secuencia de aminoácidos y la estructura secundaria 
de NtcA. Los rectángulos amarillos y flechas en cian sobre la secuencia corresponden 
respectivamente, a α-hélices y elementos β. Los residuos que se conservan en NtcA en 
cianobacterias se sombrean en rojo, y los residuos reemplazados conservadoramente 
están sombreados en azul. Los triángulos verdes señalan residuos con accesibilidad 
reducida tras la unión del 2-OG, y los magenta corresponden a los residuos que alinean 
con los involucrados en CRP en las interacciones con el DNA. Los círculos negros 
debajo de la secuencia señalan los residuos con accesibilidad reducida tras la formación 
del complejo NtcA-PipX. Destacar que todos los residuos que participan en los contactos 
con PipX en el cristal están conservados en cianobacterias.  
   
Fig. 42. Activación de NtcA y unión a DNA. (A) Visión ampliada de la región de unión a 
DNA (motivo HTH) de las superposiciones de la Fig. 39A y B. CRP (en negro) con la 
NtcA "activa" (en verde) e "inactiva" (en rojo). (B) Movimientos de la hélice interfacial de 
NtcA (αC) y de las hélices de unión a DNA (αF) tras la activación (activa, azul; inactiva, 
magenta). Se muestra el 2OG unido a la forma activa. 
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Por otro lado αG (mostrada en rojo en la figura 38) es el único 
elemento del DBD que es exclusivo de NtcA, sin equivalente en CRP, lo 
que viene explicado porque interacciona con PipX (ver apartado 2.4) 
además de con el EBD de la otra subunidad del dímero de NtcA. 
2.3.3  Sitio del 2OG. En los dominios reguladores de ambas 
subunidades cerca del eje binario molecular del dímero de NtcA 
encontramos dos masas de densidad electrónica no atribuibles a grupos de 
la proteína, que se corresponden muy bien con dos moléculas de 2OG 
(Figs. 38A y 43A).  
Estas dos moléculas de 2OG se unen a sitios topográficamente 
equivalentes a los sitios para el cAMP del dímero de CRP (Figs. 39A y 
43B), ubicándose cerca del eje binario molecular (106, 107). De hecho 
cada molécula de 2OG se superpone parcialmente con el azúcar y el 
fosfato del cAMP. Lógicamente los residuos que conforman este sitio 
difieren de los que lo hacen en CRP, adecuándose a las características 
químicas y estructurales del 2OG unido. En particular, la mayoría de los 
contactos de cada molécula de 2OG se establecen con residuos del largo 
lazo que une las hebras β6 y β7, además de contactar con residuos de las 
dos largas hélices interfaciales (hélices C). Los átomos O2’ y O4 del 2OG 
interaccionan con los átomos de nitrógeno de la cadena principal de L77 y 
V76 respectivamente, mientras que el grupo O1 se conecta a través de una 
molécula de agua con los nitrógenos de la cadena principal de los 
residuos F88 e Y89. Otro residuo del lazo β6-β7 que participa en la 
interacción es R87, que forma un puente salino con el grupo O2 del 2OG. 
Dos residuos de las hélices C participan centralmente en las interacciones: 
R128 forma un puente salino con el grupo O4 del 2OG y E133* de la 
hélice C de la subunidad vecina, que forma un puente de hidrógeno con el 
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grupo O3 del 2OG (Fig. 42A).  
 
Fig 43. (A) Detalle de la unión del 2OG en la forma activa ("activa") y en la forma 
aparentemente inactiva ("inactiva"). Se muestran los mapas de densidad electrónica para 
el 2OG (mapas “omit” Fo-Fc a 2.5 σ), además de para una molécula de agua en la forma 
"activa". Las líneas discontinuas negras son puentes de hidrógeno. Se señalan con letras 
rojas los átomos del 2OG que forman puentes de hidrógeno. La nomenclatura de dichos 
átomos del 2OG es la dada en el PDB. (B) Ampliación de los sitios para el cAMP y 2OG 
de la superposición de la fig. 39A ilustrándose las cadenas laterales de los residuos 
relevantes en la unión de los ligandos. Los residuos de CRP y NtcA se colorean de negro 
y verde, respectivamente. Aunque la mayoría de los residuos pertenecen a una sola 
subunidad, tanto en CRP como en NtcA, aquellos residuos que pertenecen a la otra 
subunidad se marcan con un asterisco. 
 
El hecho de que cada molécula de 2OG interaccione con las largas 
α-hélices interfaciales (αC) de ambas subunidades (Fig. 43A) parece 
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desempeñar un papel clave para la activación de NtcA, del mismo modo 
que sucede para el cAMP con las hélices equivalentes y la activación de 
CRP (106-109). En resumen, 2OG activaría a NtcA al promover la misma 
conformación activa que es promovida por el cAMP y estabilizada por el 
DNA en CRP (110, 111). 
 2.3.4  Estructura de NtcA en su forma inactiva. En ausencia de 
2OG, NtcA es transcripcionalmente inactiva (102, 104). Se determinó una 
segunda estructura de NtcA (Tabla 3) que probablemente sea 
representativa de una forma inactiva de NtcA. En el cristal de la forma II 
(ver apartado 4.3 de Materiales y Métodos) uno de los tres dímeros de 
NtcA existentes en la unidad asimétrica se encuentra en una conformación 
que difiere mucho de la que encontramos en el complejo NtcA-2OG 
(comparar paneles A y B de la Fig 38) o de la que encontramos en CRP 
en su conformación activa (comparar paneles A y B de la Fig 39), con un 
rmsd para la superposición de las subunidades de la formas activas e 
inactivas de 1.97 ± 0.07 Å (para 184.5 ± 1.5 Cα) o de 4.44 Å  (para 293 
Cα) para la superposición de los dímeros. En esta aparente conformación 
inactiva (Figs. 38B y 42B), las hélices interfaciales C pierden su 
paralelismo, la distancia entre las hélices de unión a DNA se incrementa 
(pasa de los 35Å mencionados anteriormente a 53 Å) y las dos 
subunidades rotan en direcciones opuestas (~22º) alrededor de un eje 
perpendicular el eje binario. Este cambio conformacional se ve reflejado 
en una menor superficie enterrada de dimerización respecto a la de la 
forma activa (1264 Å2 frente a 1995 Å2 en la forma activa). Los cambios 
en la posición de las hélices de unión a DNA (αF) se muestran en detalle 
en la fig. 42A. Sorprendentemente, hemos encontrado el 2OG unido en su 
sitio en esta conformación, pero la unión parece aberrante, pues difiere 
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importantemente de la que encontramos en la NtcA activada. Así, aunque 
el 2OG conserva algunos contactos con la proteína, pierde los contactos 
con la α-hélice interfacial de la otra subunidad, contactos que como 
hemos dicho, parecen esenciales para la activación (comparar "activa" e 
"inactiva" en Fig. 43A). Si como con CRP (101, 112) ambas subunidades 
de NtcA interaccionan con la RNAP, el cambio en la orientación relativa 
de las subunidades del dímero de NtcA podría dificultar la interacción con 
la RNAP, y por tanto estaríamos ante una NtcA transcripcionalmente 
inactiva. Esta conformación de NtcA podría corresponder por tanto, o al 
menos parecerse a la predominante en ausencia de 2OG. 
 
2.4  Estructura del complejo NtcA-PipX 
 2.4.1  Cristalización y resolución de la estructura del complejo. 
Cristales de NtcA-PipX de ~0.15 mm en su máxima dimensión crecieron 
tras 6 semanas (Fig. 13D), siendo uno de ellos difractado a 2.25 Å de 
resolución. El grupo espacial fue tetragonal (P41), con dos subunidades de 
NtcA en la unidad asimétrica formando un dímero, y dos subunidades de 
PipX, para un 38.4% de contenido de solvente.   
Las fases para el cristal de PipX-NtcA se obtuvieron mediante 
reemplazo molecular usando una subunidad de NtcA del cristal de NtcA I 
como modelo de búsqueda. Las dos moléculas de PipX (tomadas del 
complejo PII-PipX, molécula E de PipX) se situaron en el mapa de 
densidad electrónica de forma manual. La estructura se afinó hasta 
valores de Rfactor/Rfree de 21.4/24.5, y el 100 % de los residuos se situaron 
en las regiones más favorables o adicionales de la representación de 
Ramachandran (Tabla 2).  
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Fig. 44. El complejo PipX-NtcA, con PipX en verde, en representación de cintas (A) o en 
representación de superficie (B). NtcA orientado y coloreado como en la Fig. 38. 
 
2.4.2  Análisis global de la estructura del complejo. El complejo 
PipX-NtcA (Fig. 44), de dimensiones 52.5 x 93.5 x 53.5 Å, consiste en un 
dímero de NtcA en su forma activa, con 2OG unido, y dos moléculas de 
PipX que no contactan entre sí. Cada molécula de PipX se sitúa entre el 
dominio regulador de una subunidad de NtcA, y el dominio C-terminal, la 
larga α-hélice interfacial y el dominio regulador de la otra subunidad de 
NtcA (Fig. 44). De este modo la molécula de PipX cementa los elementos 
de un dímero de NtcA, estabilizando la forma activa de este factor de 
transcripción. La estabilización de NtcA se refleja en los muy bajos 
factores B (o de temperatura) del complejo (Tabla 2), reducidos de forma 
drástica si los comparamos con los de la NtcA sola (Tabla 3).  
2.4.3  Estructura de NtcA en el complejo. El dímero de NtcA 
une dos moléculas de 2OG y presenta la conformación observada en la 
NtcA "activa" en complejo con el 2OG en ausencia de PipX (Fig. 45; 
RMSD para  la superposición de 390 Cα de la NtcA activa sola y en el 
complejo con PipX, 0.73 Å).  
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Fig. 45. Las moléculas de NtcA "activa" en el complejo NtcA-2OG (en verde) y en el 
complejo PipX-NtcA-2OG (en azul) son virtualmente idénticas. Vista en estéreo de la 
superposición de estas dos moléculas. 
 
Si comparamos ambas estructuras observamos sólo pequeñas 
diferencias entre ambas a nivel de cadena principal, principalmente en el 
extremo N-terminal de la proteína y en algunos lazos expuestos al 
solvente, pero ninguna relativa a la estructura del motivo HTH, que ocupa 
exactamente la misma posición en las dos estructuras. En cuanto al lugar 
y modo de unión del 2OG, no existen apenas diferencias entre ambas 
NtcAs. 
 2.4.4  Estructura de PipX en el complejo. De forma similar a lo 
que ocurre con NtcA, PipX no experimenta cambios conformacionales 
importantes al unirse a NtcA, cuando se compara con su estructura en 
complejo con PII. En el complejo con NtcA las dos moléculas de PipX 
presentan su hélice C-terminal plegada sobre la hélice previa, como en 
una de las subunidades de PipX en el complejo con PII (rmsd de 0.89 Ǻ 
para 85 Cα al superponer un monómero de PipX en complejo con NtcA 
con la subunidad de PipX en complejo con PII con su hélice C-terminal 
plegada sobre la hélice previa). Existen algunas diferencias en el lazo β3-
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β4 (Fig. 33 B), lazo con numerosos residuos implicados en la interacción 
tanto con PII como con NtcA (ver apartados 2.2.5 y 2.4.5). 
2.4.5  Interacción de NtcA con PipX. Como ya se ha dicho, cada 
molécula de PipX, contacta mediante su dominio de tipo Tudor ambos 
dominios de una subunidad de NtcA y el dominio regulador de la otra 
subunidad de NtcA. Las α-hélices C-terminales de PipX no participan 
prácticamente en la interacción y se sitúan mirando hacia el exterior (Fig. 
44). En particular, de los 1174 Å2 de área cubierta por subunidad de PipX, 
el 34 % de esa superficie se debe a los contactos con el dominio regulador 
de una subunidad de NtcA, mientras que el 66 % restante de superficie 
cubierta de interacción con la otra subunidad se subdivide en un 42 % de 
contacto con el dominio C-terminal,  un 14 % con la α-hélice interfacial y 
un 10 % con el dominio regulador, lo cual, de forma conjunta representa 
el 22% de la superficie total expuesta de PipX. Al igual que en el 
complejo de PipX con PII, la superficie de contacto entre NtcA y PipX es 
altamente hidrofóbica (≈62 %), y la cara de interacción de PipX es la 
misma que interacciona con PII (Fig. 32), descartando así la posibilidad de 
formación de un complejo ternario (como demuestran resultados de 
ensayos funcionales (151), ver apartado 2.2.1 de la Discusión). La 
mayoría de los contactos de PipX son a través de residuos de la cara 
superior del sándwich del TLD (formada por la horquilla β1-β2 y el 
conector β3-β4), como Y6, F12, L14, L31, Y32, R35 y L36. Los otros 
residuos de PipX que participan en la interacción se encuentran entre el 
final de β5 y el inicio de αA, como E50, P51 o R54 y algunos pocos 
residuos en el extremo C-terminal de la proteína (Figs. 32C y 46). 
Respecto a NtcA, los residuos más importantes para la interacción son 
R69, R84, D86, F88, M134, E137, R157 y V215 (Figs. 41 y 46), sobre 
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todo E137, que forma un fuerte puente salino con R35. Todos los residuos 
implicados en la interacción están conservados en todas las secuencias 
disponibles de PipX y NtcA de cianobacteria (Swiss-Prot database: 
www.expasy.org), lo que apoya la constancia de estas interacciones en 
todas las cianobacterias. Sin embargo estos residuos no se encuentran 
simultáneamente conservados en ninguno de los miembros de la familia 
CRP/FNR distintos a NtcA, probablemente descartando la posibilidad de 
interacción de PipX con cualquier otro miembro de esta familia (Fig. 41).  
Por último destacar que las regiones de PipX que interaccionan 
tanto con PII como con NtcA pertenecen casi exclusivamente al dominio 
de tipo Tudor (TLD), lo que proporciona fundamentos estructurales a las 
evidencias bioquímicas previas de que los TLDs bacterianos y los 
dominios Tudor de eucariotas son módulos de interacción proteína-
proteína (152, 154). El encontrar en PipX un dominio TLD (Fig. 33C), 
una proteína que participa en el complejo transcripcional que involucra a 
NtcA, además es consistente con la identificación previa de TLDs en 
proteínas bacterianas que interaccionan con la RNAP y con el DNA (153-
155), aunque en el caso de PipX no parece que vaya a unirse al DNA (ver 
apartado 2.4 de la Discusión). 
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Fig. 46. Interacciones NtcA-PipX. Se muestran los contactos de una subunidad de PipX 
con dos subunidades de NtcA. Las interacciones de PipX con los dominios N-terminales 
de ambas subunidades de NtcA, coloreadas en amarillo y en plateado, y con el dominio 
C-terminal de una de ellas, en azul, se muestran en detalle. NtcA y PipX se representan 
en superficie y cintas, respectivamente. Las diferentes zonas de contacto de PipX se 
colorean como en la  Fig. 35. Los residuos de PipX están señalizados con letras negras, 
mientras que los residuos de NtcA se señalizan con letras rojas o azules según 
pertenezcan a una o a la otra subunidad. Por claridad se han eliminado las α-hélices de 
PipX. 
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1. Control del almacenamiento de nitrógeno como arginina 
por PII: estructura del complejo PII-NAGK 
  
1.1  Estructura del complejo PII-NAGK 
 En esta tesis se muestra cómo interaccionan PII y NAGK además 
de describir la estructura de la NAGK de S. elongatus y la conformación 
de la misma en la que interacciona con PII. La gran similitud de secuencia 
y la absoluta conservación en todas las NAGKs y las PIIs de organismos 
fotosintéticos de todos los residuos clave para la interacción, indican que 
la estructura del presente complejo y las conclusiones derivadas de él, 
pueden hacerse extensibles a todos los organismos fotosintéticos. De 
hecho, simultáneamente con la publicación de estos resultados otro grupo 
ha publicado la estructura del complejo PII-NAGK de A. thaliana (23), 
corroborando dicha estructura el mecanismo de unión y de activación 
descrita aquí, ya que dicha estructura, formada por dos homotrímeros de 
PII asentados en las caras opuestas del orificio central de un anillo 
hexamérico de NAGK, es muy similar (RMSD de 1.50 Å para 2314 Cα) a 
la nuestra. Son diferencias entre ambas estructuras que solamente el NAG 
esté unido a la NAGK en el complejo de S. elongatus mientras que en A. 
thaliana, además del NAG, están unidos ADP y arginina a la NAGK y 
MgATP a la PII (23). La similitud de los complejos de cianobacteria y de 
planta trasciende lo estructural, abarcando también lo funcional, ya que 
ensayos de actividad y de interacción cruzados con las proteínas de S. 
elongatus y A. thaliana (58) han probado que las PII de ambos organismos 
son capaces de activar eficientemente al enzima del otro organismo, como 
era esperable tras observar el altísimo grado de conservación de todos los 
residuos implicados en la interacción (Fig. 24). En cierta medida ello 
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prueba la alta presión selectiva para conservar la interacción PII-NAGK 
(que en plantas se produce en cloroplastos) incluso tras más de 1200 
millones de años de evolución separada entre cianobacterias y plantas 
(58). 
 
1.2  Regulación de la formación del complejo 
1.2.1  Importancia de la conformación compacta del lazo T 
para la interacción. La conformación compacta del lazo T en forma de 
pierna flexionada encontrada aquí en el complejo con NAGK, se ha 
observado por otros (62) en un mutante de PII de S. elongatus que posee el 
lazo T fijado en una conformación compacta, así como en la estructura de 
PII de M. jannaschii con MgATP unido (32), y como se acaba de referir 
aquí, en la estructura del complejo de PII con NAGK de A. thaliana (23). 
Es interesante que el MgATP encontrado unido en esta última estructura 
no hubiera sido añadido en la mezcla de cristalización. Parece claro que la 
conformación compacta del lazo T se estabiliza o bien por sus contactos 
con NAGK, o bien por la unión del MgATP o por ambas razones. La 
rotura del puente salino entre R47 y E85 que se descubrió en la estructura 
de la PII libre de S. elongatus (27) es necesaria para que se pueda formar 
esta conformación compacta ya que en la forma compacta E85 
interacciona con R233 de NAGK (Fig. 22E), por lo que E85 podría ser 
clave para la formación, en un primer paso, del complejo de encuentro 
con NAGK (62). Una vez formado dicho complejo, en un segundo paso, 
las interacciones de NAGK con el lazo T, y de éste con residuos de otras 
regiones de PII (Fig. 22E), estabilizarían al lazo T en su conformación 
compacta para formar el complejo final de alta afinidad (62). Apoya este 
hipótesis la observación de que el mutante de PII I86N, que tiene el lazo T 
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fijado en conformación compacta es, a diferencia de lo que ocurre con la 
PII silvestre, capaz de interaccionar (en presencia de al menos una 
pequeña cantidad de MgATP) con el mutante de NAGK R233A, 
obviando el primer paso de formación del complejo necesario para la 
estabilización posterior del lazo T, por el simple hecho de que éste ya está 
estabilizado en el mutante de PII; de hecho este mutante se une a la 
NAGK silvestre con mayor afinidad que la PII silvestre (62) debido 
seguramente a la reducción del número de variantes conformacionales del 
lazo T a una que además se ajusta “a priori” a la superficie de NAGK. Por 
último destaca el hecho de que en la estabilización por parte de NAGK de 
dicha conformación del lazo T, están participando prácticamente todos los 
residuos (ver apartado 1.4.2 de Resultados) de la firma diagnóstica de 
interacción PII-NAGK. 
 1.2.2  Efectos del ADP, MgATP y 2OG sobre la interacción. PII 
señaliza la abundancia de nitrógeno a través de los niveles de 2OG (6). 
También PII señaliza el status energético de la célula por la unión o de 
MgATP o de ADP y además, el MgATP es necesario para la unión de 
2OG (6). La unión de estos ligandos ADP, MgATP o MgATP-2OG 
aparentemente impone diferentes conformaciones del lazo T (Fig. 3), por 
consiguiente modulando la interacción con sus dianas. ADP y MgATP se 
unen en una hendidura entre subunidades adyacentes contactando la base 
del lazo T (32, 36, 44). El MgATP parece promover la conformación 
compacta del lazo T (32) (Fig. 3A), lo cual explica por qué este 
metabolito tiene un ligero efecto positivo sobre la formación del complejo 
NAGK-PII (62) y por qué se encuentra unido a la PII en el cristal del 
complejo PII-NAGK de A. thaliana (23). El ADP parece promover una 
conformación extendida del lazo T (Fig. 3B), incompatible con la unión a 
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NAGK y que explica por qué el ADP disocia el complejo en S. elongatus 
(56). El que se haya descrito que no lo haga en A. thaliana (59) podría 
deberse a la muy alta afinidad de su PII por el ATP frente al ADP (156). 
Por último, la unión del MgATP-2OG (Fig. 3C,D) promueve una 
conformación extendida que queda en el mismo plano que la base plana 
del trímero (24, 37), conformación que también es incompatible con la 
unión a NAGK, explicando también por qué el 2OG disocia el complejo 
tanto en S. elongatus como en A. thaliana (37, 56, 58, 62). Aunque tanto 
en el caso del ADP como en el del MgATP-2OG la conformación 
promovida del lazo T en su parte apical no se encuentra fuertemente 
fijada [hay variabilidad en la parte apical de los lazos T en las distintas 
subunidades de las estructuras de PII con MgATP-2OG (24, 37) o en las 
que tienen ADP (32), e incluso en algunas subunidades esta parte distal 
del lazo T está desordenada], las interacciones directas de estos 
metabolitos con la base del lazo T (residuos 37-42) fijan fuertemente esta 
parte del lazo, impidiendo que adopte la conformación observada en el 
complejo con NAGK que es absolutamente necesaria para que la parte 
distal del lazo T, la que directamente interacciona con NAGK, se 
encuentre en la conformación adecuada para dicha interacción. Además, 
dos residuos importantes en la unión del 2OG a PII (Figs. 3D y 52), R9 y 
K58 (24, 37), también lo son para la unión de PII a NAGK; R9 
interacciona directamente con NAGK formando un puente de H con el 
átomo de O de A257 (Figs. 23 y 52), por lo que se puede hablar en el caso 
de R9 de competición directa entre el 2OG y NAGK. Por otra parte, K58 
de PII es necesario para la adopción de la forma compacta del lazo T pues 
en esta forma establece un fuerte puente salino con E44, en la base del 
lazo (Fig. 22E), y por tanto es esencial para unir NAGK, pero su 
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interacción con 2OG debe evitar la adopción por este lazo de la 
conformación adecuada para la unión a NAGK. 
 El hecho de que en mayor o menor medida todos los metabolitos 
percibidos por PII afecten, a concentraciones encontrables “in vivo”, a la 
formación del complejo PII-NAGK, nos da una idea de la fuerte 
regulación de la síntesis de arginina por parte de la proteína PII en función 
del balance energético y de nitrógeno de la célula; solo en situaciones de 
alta disponibilidad de nitrógeno y de energía se activará la síntesis de 
arginina. Cuando los valores de energía disminuyen, es decir se 
incrementan las concentraciones de ADP, se disocia el complejo, y si los 
niveles de energía son moderados o altos pero la concentración de 
nitrógeno disminuye, el aumento en los niveles de 2OG debido al 
reducido flujo a través del ciclo GS/GOGAT (15) provoca la disociación 
del complejo PII-NAGK, incluso a moderados niveles de 2OG (37, 56, 58, 
62). 
 1.2.3 Papel de la fosforilación de la S49 en la regulación de la 
formación del complejo. En S. elongatus la fosforilación de la S49 de PII 
es estimulada por el 2OG (10, 17) e impide fuertemente la interacción de 
PII con NAGK (6, 69).  
La presente estructura del complejo aclara este efecto producido 
por la fosforilación de la S49. Un puente de hidrógeno formado entre la 
V55 de la NAGK y el grupo hidroxilo de la S49 (ambos residuos 
pertenecientes a la hoja β-híbrida formada entre ambas proteínas) se 
perdería tras la fosforilación, aunque la razón más importante serían los 
impedimentos estéricos y de carga por el volumen y la carga negativa del 
fosfato, dada la participación de la S49 en los contactos con la NAGK y el 
potencial electrostático negativo de la superficie de NAGK (Figs. 22E y 
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47). Por tanto, la fosforilación de PII parece ser un modo de control 
adicional de la interacción NAGK-PII, asegurando de este modo la no 
producción de arginina de forma masiva cuando las concentraciones de 
nitrógeno son escasas. 
 
Fig. 47. Fosforilación de la S49 y su efecto sobre la interacción con NAGK. 
Representación del potencial de carga en superficie de NAGK (en superficie 
semitransparente), con las zonas de potencial positivo/negativo en azul/rojo. PII está en 
representación de cintas (en amarillo). Un fosfato ha sido modelado sobre el grupo 
hidroxilo de la S49, el cual se señala mediante una flecha. Se puede observar la 
incompatibilidad de una S49 fosforilada y la formación del complejo con NAGK debido a 
incompatibilidades de carga e impedimento estérico. 
 
1.3  Efectos de PII sobre NAGK  
1.3.1  Disminución del Km para el NAG. En NAGK, la tapa del 
sitio del NAG está formada por la horquilla β3-β4, que baja en la 
conformación de alta afinidad para el ligando (82, 85). PII disminuye el 
KmNAG en ausencia de arginina [(56) y Fig 25]. Este efecto quizá pueda 
atribuirse a la tendencia del sitio para NAG a adoptar la configuración de 
alta afinidad para este sustrato. Probablemente media en este efecto una 
extensa red de pares iónicos entre los residuos R45 y E50 del lazo T de PII 
y los residuos de NAGK R139, D142, E151, E194 y R254. D142 se 
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encuentra en un lazo que interacciona directamente con la tapa flexible 
β3-β4 (Fig. 22F). Al completarse la red de pares iónicos con la unión de 
PII, esta molécula tira de D142, y por tanto de su lazo y de la tapa del sitio 
para NAG, a través de dicha red de puentes salinos, arrastrando a la tapa 
hacia su posición bajada. Ello explicaría por qué en una de las tres 
subunidades de la NAGK del cristal II la tapa está bajada sin tener NAG 
unido, y la falta de efecto de PII sobre el KmNAG en ausencia de arginina en 
A. thaliana (59) debido a la sustitución en esta NAGK de la D142 por una 
Asn. Esta hipótesis se refuerza por el hecho de que mientras que la PII de 
A. thaliana es capaz de disminuir el KmNAG de la NAGK de S. elongatus 
tal y como lo hace la PII de S. elongatus, la PII de S. elongatus no es capaz 
de disminuir el KmNAG de la NAGK de A. thaliana, de la misma forma 
que no es capaz de hacerlo su propia PII (58). 
 1.3.2 Cambios en la conformación del hexámero y sus 
consecuencias: Aumento de la Vmax y efecto contrario a la inhibición 
por arginina. Trabajo previo con las NAGKs de P. aeruginosa y T. 
maritima (85) estableció de qué forma inhibe la arginina al incrementar la 
separación de los dominios C y N que alojan los sitios del ATP y NAG, 
asociándose a una mayor apertura del anillo central del hexámero y a una 
menor inclinación de los dímeros entre si dentro del hexámero (85, 86) 
(Fig. 8). En el complejo con PII, los numerosos contactos del lazo T de PII 
con el dominio N de NAGK fijan este dominio. Además, los contactos del 
dominio C de NAGK con el cuerpo de PII (lazo B y conector β1-α1) 
aproximan ~2Å los dominios C de cada dímero hacia los dos polos del 
complejo (Fig. 18), favoreciéndose una mayor inclinación de estos 
dímeros, con menor apertura del anillo central hexamérico, y como 
consecuencia de todo ello, las hélices N-terminales que interconectan los 
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tres dímeros así como los sitios para arginina que flanquean las uniones 
interdiméricas del hexámero (Fig. 20C) se ven estabilizadas en su 
conformación característica para la forma libre de arginina, además de 
contribuir al ensanchamiento del sitio para la arginina al tirar de β16 (Fig. 
20B,D). De esta forma la unión de PII favorece la forma activa de NAGK, 
que presenta baja afinidad para la arginina. Este efecto es meramente 
indirecto, pues PII no ocluye el sitio para la arginina, lo que está de 
acuerdo con la observación (Fig. 21) de que el incremento en el I0.5Arg se 
satura con concentraciones crecientes de PII.  No debería darse saturación 
si existiese competición directa entre PII y la arginina por el sitio para la 
arginina. 
 Todos estos cambios en el anillo de NAGK están de acuerdo con 
el principio de preservación de la simetría en los movimientos de 
dominios (157). Este principio predice para NAGK que, en las 
subunidades de diferentes dímeros relacionadas por un eje binario, el 
ciclo de apertura y cierre de los centros activos consustancial a la catálisis 
enzimática debería estar facilitado por la coordinación de los 
movimientos de las dos subunidades para preservar la simetría binaria. 
Ello necesariamente requiere un cambio en la inclinación y en la distancia 
de los dímeros con respecto al eje ternario, de acuerdo con lo observado, 
debido a las restricciones impuestas por la simetría ternaria (Fig. 19)  
Una interpretación aparentemente distinta de los efectos de PII 
sobre NAGK se ha propuesto por el grupo que ha determinado 
simultáneamente con nosotros la estructura del complejo de PII con 
NAGK en, el caso de ellos, A. thaliana. Como en su caso una subunidad 
de cada dímero presentaba una apertura de sus dominios que no se 
observa en el otro dímero, concluyeron (23), que PII evita que las 
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subunidades adopten una conformación en la que la separación entre 
ambos dominios sea extrema, tal como se observó en el complejo con 
arginina de la NAGK de T. maritima. Esencialmente esta interpretación 
coincide con la nuestra, ya que postula que la unión de PII a NAGK 
aumenta la frecuencia con que NAGK puede adoptar la conformación 
activa, lo que equivale a estabilizar la forma activa, que es la forma 
compacta del hexámero. En la estructura del complejo de A. thaliana, 
cristalizado a muy alta concentración de arginina (50mM), este 
aminoácido se unió a todas las subunidades en su sitio de unión, y sin 
embargo y como es esperable por los cambios desencadenados tras la 
unión de PII, la hélice N-terminal no se orientó de forma apropiada para 
una unión de alta afinidad de la arginina, y el resultado fue un sitio de 
baja afinidad para este inhibidor (Fig. 48). 
 
 
Fig. 48. Representación en superficie semitransparente de los sitios para la arginina en 
las NAGKs de T. marítima (A), y en los complejos PII-NAGK de A. thaliana (B) y S. 
elongatus (C). Observar el cambio relativo a la Y15 en la hélice N del sitio de alta 
afinidad por arginina de T. marítima (A), de F29 (B) e Y23 (C), respectivamente. El 
cambio se acompaña de una reorganización parcial de la hélice N. 
 
1.4 Relevancia funcional del complejo PII-NAGK 
 Una cuestión clave en la cristalografía de complejos proteicos es 
establecer si el complejo es o no funcional, ya que a las elevadas 
concentraciones de proteína usadas en la preparación de cristales es 
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concebible la obtención de complejos aberrantes. Este no es el caso para 
el complejo PII-NAGK evidenciado aquí. Como ya se ha indicado, los 
ensayos de ultrafiltración revelaron la misma estequiometria en solución 
que para el complejo cristalino. Además tres tipos de ensayos con 
mutantes de PII y NAGK (158) confirmaron que el presente complejo 
cristalino NAGK-PII refleja las interacciones fisiológicas entre PII y 
NAGK. Dichos ensayos fueron realizados en los laboratorios de la Dra 
Contreras de la Universidad de Alicante y del Dr Forchhammer de la U. 
Tübingen, con los que se estableció una colaboración. Usándose el 
sistema de doble híbrido que reveló la interacción PII-NAGK (57), no se 
detectó interacción entre la NAGK silvestre y los mutantes de PII F11A, 
R45A, Y46A, R47A, S49A, S49D, S49E y E85A, o entre la PII silvestre y 
los mutantes de NAGK R139A, I229A, R233A, R254A, L256A y Q258A 
(Fig. 49). Todos estos residuos (excepto Y46, y L256, que están 
indirectamente involucrados) están directamente involucrados en los 
contactos entre PII y NAGK. Por el contrario, mutaciones a alanina de 
siete residuos de PII y quince de NAGK en puntos de la superficie de las 
moléculas no involucradas directamente en las interacciones PII-NAGK 
en el cristal no impidieron la formación del complejo, demostrada 
mediante ensayo de doble híbrido (Fig. 49, en azul).  
De forma similar, en ensayos de actividad NAGK, varios de los 
mutantes anteriores (mutaciones de PII, F11A, F11Q, R45A, S49D o 
E85A; mutaciones de NAGK, R139A, I229A, I229N, R233A o R254A) 
abolieron o redujeron notablemente el aumento en el I0.5Arg producido por 
la adición de una concentración fija de PII cuando se usan las proteínas 
silvestres (158). Por último, también en ensayos de interacción mediante 
SPR con estos mutantes se demostró la abolición o la reducción en la 
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interacción PII-NAGK por parte de éstos. Dado que estas mutaciones 
afectan a residuos en los cuales las cadenas laterales están directamente 
involucradas en los contactos PII-NAGK, el complejo cristalino refleja las 
interacciones genuinas en solución entre NAGK y PII. R47 de PII sólo 
contacta NAGK a través de su cadena principal, e Y46 de PII y L256 de 
NAGK no participan directamente en los contactos, y por ello, las 
mutaciones de estos residuos tuvieron menor (R47 e Y46) o nulo (L256A) 
impacto en los ensayos de interacción PII-NAGK. Como era esperable, el 
mutante de NAGK D250A, usado como control negativo interno, se 
comportó de la misma forma que la NAGK silvestre.  
 
Fig. 49. Evidencia de la relevancia funcional del complejo NAGK-PII por mutagénesis 
dirigida. Superficie molecular de NAGK (A) y PII (B), vistos a lo largo del eje ternario, 
exponiendo las superficies de interacción. Los puntos rojos ilustran los átomos de 
contacto entre ambas proteínas. Las áreas de superficie correspondientes a residuos 
mutados que dificultaron o no dificultaron la interacción entre NAGK y PII (ensayos de 
Y2H) están coloreadas, respectivamente, naranja o cian, y están identificadas mediante 
letras rojas o azules en una subunidad. Basado en los resultados del grupo de la Dra 
Contreras. 
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Por tanto, los residuos involucrados en los contactos en el 
complejo cristalino son residuos importantes para la formación del 
complejo in vivo, confirmándose que el complejo cristalino NAGK-PII es 
el mismo que se encuentra en solución. Por tanto, a tenor de lo observado 
en el cristal y en los ensayos de unión en solución, considerando la 
abundancia de PII en S. elongatus, NAGK principalmente debe 
presentarse en complejo con dos trímeros de PII cuando hay fuerte 
abundancia de nitrógeno.  
 
2. Regulación de la transcripción dependiente de NtcA por PII 
y PipX 
 
2.1 Relevancia funcional de los complejos PII-PipX y NtcA-
PipX. 
 Un buen número de ensayos funcionales apoyan nuestra 
convicción de que los complejos cristalinos PII-PipX y PipX-NtcA 
representan verdaderamente los complejos formados “in vivo”, 
excluyendo la posibilidad de que sean complejos aberrantes formados 
durante el proceso de cristalización. Así, las estructuras de los complejos 
PII-PipX y PipX-NtcA revelan que las regiones de interacción de PipX 
con NtcA están inasequibles dentro del complejo PII-PipX (Figs. 28 y 43), 
lo que excluye la posibilidad de formar un complejo ternario PII-PipX-
NtcA prediciendo que PII y NtcA compitan por PipX. De acuerdo con 
estas predicciones, ensayos de triple híbrido realizados en el laboratorio 
de la Dra. Contreras (151) no mostraron ninguna interacción PII-NtcA 
cuando se usó PipX como proteína puente potencial, mostrando una 
disminución de interacción entre PipX y NtcA cuando se usó PII como 
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posible proteína puente (151), es decir, demostrando, de acuerdo con lo 
predicho, que 1) PipX no puede actuar de puente entre PII y NtcA; y 2) 
que PII compite por PipX, desplazándola de su unión con NtcA. Estos 
ensayos también demostraron interacciones PipX-PipX usando PII como 
puente (151), pero no en ausencia de PII, como era esperable tras observar 
la estructura del complejo cristalino PII-PipX, en el cual las tres moléculas 
de PipX interaccionan mutuamente (Fig. 34A). Además, como se muestra 
en Resultados, nuestros ensayos de unión PII-PipX mediante técnicas de 
pull-down están de acuerdo con la estequiometría 3:3 observada en el 
complejo PII-PipX (Fig. 36A). Finalmente, estudios de mutagénesis 
dirigida de PII y PipX [realizada en los grupos de A. Contreras y K. 
Forchhammer, (151)] apoyan la relevancia de las interacciones 
observadas en los respectivos complejos cristalinos entre residuos de 
PipX y PII y PipX y NtcA. Así, los ensayos de unión por Y2H y SPR, y 
ensayos de competición entre PipX y NAGK por PII realizados por dichos 
grupos colaboradores, revelaron que las mutaciones que afectan a 
residuos implicados en las interacciones generalmente disminuyen o 
abolen la detección de la interacción en el ensayo utilizado, lo que 
sustenta la relevancia funcional de los contactos observados en los 
complejos cristalinos (Fig. 32). 
Hay que mencionar también aquí que nuevamente de acuerdo con 
las predicciones realizadas a partir de las estructuras cristalinas de los 
complejos, los ensayos de triple híbrido realizados en el laboratorio de la 
Dr. Contreras (151) no demostraron la formación de complejos NAGK-
PII-PipX cuando se utilizó PII como proteína puente, y que dichos 
ensayos, así como nuestros ensayos de ultrafiltración y de actividad 
enzimática revelaron clara competición entre NAGK y PipX por PII.  
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En resumen, todos los resultados publicados (151) o presentados 
aquí corroboran la validez funcional de los complejos cristalinos 
observados, que así, deben considerarse verdaderas instantáneas de los 
complejos formados “in vivo”. 
Un posible corolario de la observación de competición entre 
NAGK y PipX por PII es la posibilidad de que la disponibilidad de PipX 
afecte “in vivo” a la capacidad de activación de NAGK por PII, y por 
tanto la activación por PII de la síntesis de arginina, una posibilidad muy 
real que debería ser mostrada en ensayos “in vivo” 
  
2.2 Papel de PII en la regulación de la transcripción 
dependiente de NtcA en función de la abundancia de 
nitrógeno y las disponibilidades energéticas. El sistema PII-
PipX-NtcA 
2.2.1  Regulación de la formación de los complejos PII-PipX y NtcA-
PipX. En cianobacterias, cuando el amonio es abundante, los niveles de 
2OG en la célula son bajos y el secuestro por PII disminuirá la 
disponibilidad de PipX para formar el complejo con NtcA (Fig. 9). 
Cuando los niveles de amonio son menos abundantes, los niveles 
crecientes de 2OG llevarán por un lado al aumento de la expresión 
dependiente de NtcA de sí misma, de PII y de PipX (2, 95) y por otro lado 
a la disociación del complejo PII-PipX [(60) y ver también experimentos 
“pull-down” de la fig. 36B]. Por tanto, en estas condiciones, tanto el 
aumento de expresión de PipX como su disociación de PII hacen que más 
PipX esté disponible para la activación de NtcA. Además de por esta 
forma indirecta de regular la actividad de NtcA, el 2OG también influye 
de forma directa sobre la transcripción dependiente de NtcA al ser el 
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efector alostérico que activa al factor de transcripción por una parte (102, 
104) y por otra, al aumentar la afinidad de NtcA por PipX (60), llevando a 
la máxima activación de NtcA. A niveles intermedios de 2OG (por 
ejemplo en cultivos crecidos en presencia de nitrato) por tanto 
coexistirían ambos complejos PII-PipX y NtcA-PipX y podría haber sido 
plausible la formación de complejos ternarios NtcA-PipX-PII; sin 
embargo, la zona de interacción de PipX con ambas proteínas es 
prácticamente la misma (ver apartado 2.1 de la Discusión), lo que excluye 
esta posibilidad, tal como se demuestra en ensayos de triple híbrido 
realizados en el laboratorio de la Dra Contreras, donde se pudo observar 
la competición entre NtcA y PII por PipX (151). 
 2.2.2 Estructura del complejo PII-PipX. Comparación con las 
estructuras conocidas de PII en complejo con sus dianas. La estructura 
del complejo PII-PipX es la tercera estructura conocida para un complejo 
de PII con una de sus dianas. En el complejo de PII con NAGK dos 
trímeros de PII se asocian con un hexámero de NAGK, mientras que en el 
complejo de PII con AmtB un trímero de PII interacciona con un trímero 
del canal de amonio. Por tanto, para los tres complejos la relación entre 
subunidades de PII y de la proteína diana es la misma, 1:1. También en los 
tres casos la cara de interacción de PII es la misma y el lazo T desempeña 
un papel clave en la interacción, aunque adoptando distintas 
conformaciones en los distintos complejos, favorecidas por los ligandos 
unidos en cada caso por PII. Así, el ADP parece facilitar la formación de 
los complejos PII-PipX y PII-AmtB (20, 159) y en ambos complejos este 
lazo adopta una forma extendida similar, muy diferente a la compacta del 
complejo con NAGK que es favorecida por MgATP.  
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Simultaneamente con nuestra publicación de la estructura del 
complejo PII-PipX de S. elongatus, otros han publicado la estructura del 
mismo complejo para la cianobacteria Anabaena sp. PCC 7120 (34). 
Aunque la estructura de ese complejo es muy similar a la del nuestro de S. 
elongatus (rmsd de 1.25 Å para 536 Cα), el complejo de Anabaena 
contiene ADP unido a la molécula de PII en el mismo sitio y del mismo 
modo que en el complejo de PII con AmtB. Si comparamos estos dos 
complejos PII-PipX sólo vemos diferencias en el lazo C-terminal de PII 
(residuos 108-112), que cambia de orientación tapando el sitio de PII para 
el nucleótido en el complejo de Anabaena, y en la parte más flexible del 
lazo T (residuos 37-43), que interacciona con el ADP y queda fijado 
facilitándose la forma extendida del lazo T (Fig. 50). En cuanto a PipX, 
solo existen pequeñas diferencias en lazos no implicados en la interacción 
con PII, y en la posición de la α-hélice C-terminal (Fig. 50), ya que sólo 
presenta la forma replegada sobre la primera α-hélice (de hecho en la 
unidad asimétrica del cristal sólo hay una subunidad de cada proteína). 
Fig. 50. Superposición de los complejos PII-PipX de S. elongatus y Anabaena sp.[código 
PDB 3N5B, (34)]. Representación en cintas. Vistos de forma perpendicular al eje 
ternario. La PII y PipX de S. elongatus coloreados en amarillo y cian, respectivamente, 
mientras que la PII y PipX de Anabaena en verde y violeta, respectivamente. Se puede 
observar el gran parecido entre ambas estructuras. 
                                                                                                                 Discusión 
 
 139
 2.2.3 Efecto del ADP, MgATP y 2OG sobre la interacción de 
PII con PipX e importancia de la conformación del lazo T de PII para 
la formación del complejo. El hecho de que, en ausencia de ligandos, los 
lazos T estén extendidos en el complejo PII-PipX (Fig. 29) y flexionados 
en el complejo PII-NAGK (Fig. 29), sugieren que tanto PipX como 
NAGK desempeñan un importante papel determinando la forma del lazo 
T, particularmente porque ambos complejos se forman en ausencia del 
efector de PII 2OG (56, 60). Sin embargo, y dada la importancia del lazo 
T para la interacción con PipX, cualquier metabolito que influya en la 
forma de dicho lazo, puede favorecer o dificultar la formación del 
complejo. Así, los efectos negativos del 2OG en la formación del 
complejo podrían ser un reflejo del cambio conformacional inducido por 
2OG sobre el lazo T (24, 37), que resulta en la eliminación de las 
restricciones estéricas impuestas por los lazos T al escape de PipX (Fig. 
51).  
 
Fig. 51. Modelo de cómo la alteración de la estructura del lazo T promovida por el 2OG 
facilitaría la disociación de PipX. Se han quitado las α-helices de PipX por claridad. 
Izquierda, complejo PII (rojo)-PipX (amarillo). Derecha, PII en la conformación 
correspondiente a la observada con MgATP/2OG en Azospirillum brasilense [código PDB 
3MHY (24)], reemplazando a PII en el complejo PII-PipX. 
 
Además, el residuo R9 de PII, implicado en la unión con PipX (y 
también con NAGK) pues forma un fuerte puente salino con E4, participa 
claramente en la unión del 2OG (24, 37) (Fig. 52), por lo cual existe 
también competición directa entre el 2OG y PipX.  
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Fig. 52. Competición entre el 2OG y las dianas de PII, NAGK y PipX, por el residuo R9 de 
PII. El trímero de PII coloreado en amarillo, verde y rojizo, y la diana o ligando de PII en 
cian. Los puentes salinos y de hidrógeno se representan mediante líneas discontinuas. 
Los residuos de PII se señalizan mediante letras negras mientras que los de sus dianas o 
ligandos de PII con letras en rojo (A) Participación de R9 en la unión del 2OG en la 
estructura PII de S. elongatus con MgATP y 2OG unido (código PDB 2XUL) (37). (B) 
Interacción de R9 de PII con NAGK en la estructura del complejo PII-NAGK (C) 
Interacción de R9 de PII con PipX en la estructura del complejo PII-PipX  
 
Por otra parte, el ADP promueve una conformación extendida del 
lazo T (32, 34, 36, 44) que se asemeja a la del complejo PII-PipX, y, de 
hecho los ensayos de pull-down (Fig. 36B) [y también ensayos de SPR 
realizado por el grupo del Dr. Karl Forchhammer (151)] indican que el 
ADP incrementa la afinidad de PII por PipX, mientras que el ATP tiene 
poco o ningún efecto sobre la unión, lo que sugiere que en condiciones de 
bajo nivel energético en las cuales las concentraciones de ADP se 
encuentran incrementadas, podrían disminuir la expresión génica mediada 
por NtcA debido a un mayor secuestro de PipX por PII. 
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 La estructura del complejo PII-PipX también explica por qué la 
fosforilación del  residuo S49 del lazo T (17) no afecta al complejo PII-
PipX [juzgado por la falta de efecto de las mutaciones S49D y S49E, que 
mimetizan el efecto de la fosforilación (57, 60)]. En la estructura del 
complejo PII-PipX S49 no interacciona con PipX y está expuesta en 
medio de una superficie de potencial positivo, con suficiente espacio y 
carga apropiada para acomodar un fosfato (modelado en Fig. 28D). 
Contrariamente, en la estructura del complejo PII-NAGK, la S49 está 
involucrada centralmente en las interacciones interproteicas (Fig. 22E) y 
por ello, la fosforilación de S49 impide la formación del complejo PII-
NAGK (69). Por lo tanto, parece que esta fosforilación regulatoria que se 
produce en S. elongatus y otras cianobacterias bajo condiciones de 
limitación de nitrógeno (3, 6, 17), modula finamente el control por PII de 
NAGK sin afectar a la expresión génica controlada por PII. 
  
2.3  El factor de transcripción NtcA 
 2.3.1 Formas activa e inactiva de NtcA y mecanismo de 
activación por 2OG. Simultaneamente con nuestra publicación de las 
estructuras de NtcA de S. elongatus, se han publicado estructuras de NtcA 
de otra cianobacteria, Anabaena sp. (160), en formas activa e inactiva, si 
bien ninguna de ellas unida a DNA. Las formas activas de S. elongatus y 
Anabaena son prácticamente idénticas (RMSD para la superposición de 
ambos dímeros, 0.56 Å, 390 átomos Cα) (Fig. 53A). Sin embargo, las 
formas inactivas de Anabaena y S. elongatus son mucho más diferentes 
entre sí (RMSD, 3.67 Å, 306 Cα) y también respecto a las formas activas 
(valores de RMSD, 2.22Å/360 Cα y 4.44Å/293 Cα para superposición 
dímeros inactivo/activo de Anabaena y de S. elongatus, respectivamente) 
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(Figs. 53B y 54). Estas diferencias se deben a dos tipos de cambios: 
cambios en la posición relativa de ambas subunidades y cambios internos 
dentro de cada subunidad. 
  
Fig. 53. Superposiciones (en visión estereoscópica) de las NtcA de S. elongatus y 
Anabaena sp (160). (A) Superposición de las formas activas de S. elongatus (en verde) y 
Anabaena (en negro; código PDB 3LA2). (B) Superposición de las formas inactivas de S. 
elongatus (en rojo) y Anabaena (en azul; código PDB 3LA7). 
 
El dominio de unión al DNA no experimenta cambios internos 
importantes de conformación, aunque sí de posición relativa. La 
superposición de este dominio de todas las subunidades activas o 
inactivas de Anabaena y de S. elongatus da valores bajos de RMSD (del 
orden de 0.7 Å, para unos 75 átomos de Cα) (Fig. 55B). Por el contrario, 
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cuando se superponen los dominios sensores se revelan cambios más 
importantes (Fig. 55C), con valores de RMSD del orden de 1.7 Å para 
unos 115 átomos de Cα.  
 
Fig. 54. Comparación de las NtcA de S. elongatus y Anabaena sp (160) y cambios en la 
horquilla β4-β5 (A-C) Representación en cintas de la forma activa de S. elongatus (A), y 
de la forma inactiva de Anabaena (código PDB 3LA7) (B) y de la forma inactiva de S. 
elongatus (C). Coloreadas como en la fig. 38. Se señaliza la posición de la horquilla β4-
β5 con una flecha en la tres estructuras y se pinta en verde en A. (D) Conformación de la 
horquilla β4-β5 en las formas activas e inactivas. En amarillo, NtcA “activa” de S. 
elongatus, en verde NtcA-PipX de S. elongatus (también activa), en azul NtcA “activa” de 
Anabaena (código PDB 3LA2), en magenta NtcA “inactiva” de S. elongatus y en rojo 
NtcA “inactiva” de Anabaena.  
 
Ello indica, tal como cabría esperar, que la unión del 2OG al 
dominio sensor se acompaña de cambios estructurales en dicho dominio, 
sugiriendo también que estos cambios podrían actuar de detonador de los 
cambios en el dímero completo. 
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Fig. 55. Superposición de las subunidades completas (A), de los DBDs (B) y de los 
EBDs (C) de las NtcA de S. elongatus y Anabaena sp (160) (en visión estereoscópica). 
En verde, NtcA “activa” de S. elongatus, en rojo NtcA “inactiva” de S. elongatus y en azul 
NtcA “inactiva” de Anabaena.  
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Los cambios que tienen lugar en el dímero suponen un aumento en 
la distancia entre las hélices F de ambas subunidades de interacción con el 
DNA, lo que dificulta su ubicación en la secuencia pseudopalindrómica 
de DNA reconocida por NtcA. En la forma inactiva de Anabaena la 
orientación relativa de ambas hélices F es similar a la activa, excepto por 
su mayor distancia entre ambas (Fig. 56). En el caso de la forma inactiva 
de S. elongatus el aumento de distancia entre ambas hélices es aún mayor 
que en Anabaena, y se acompaña de cambios en la orientación relativa de 
los ejes de ambas hélices F, e incluso en desplazamientos centrífugos a lo 
largo del eje central de dichas hélices (Fig. 56), lo que todavía hace más 
inadecuada la estructura del dímero para unirse específicamente a su caja 
de interaccción en el DNA.  
 
Fig. 56. Cambios en la posición relativa de ambas subunidades en NtcA tras la 
activación. Se muestran solo la hélice interfacial (αC), la hélice previa a ésta (αB) y las 
hélices de unión a DNA (αF) tras la activación en S. elongatus y Anabaena(160). En 
amarillo, NtcA “activa” de S. elongatus, en verde NtcA-PipX de S. elongatus (también 
activa), en magenta NtcA “inactiva” de S. elongatus y en rojo NtcA “inactiva” de 
Anabaena. No se representa la forma activa de Anabaena pues la posición de las tres 
hélices representadas en ambas subunidades es prácticamente la misma que la de sus 
homólogas de la forma activa de S. elongatus. 
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Fig. 57. Transmisión de la señal en NtcA desde el sitio de unión del 2OG de una de las 
subunidades hasta las hélices de unión a DNA de las dos subunidades. Representación 
en cintas, en visión estereoscópica mostrándose los residuos importantes para la 
transmisión de la señal. Cada subunidad coloreada de forma diferente. Los puentes de 
hidrógeno y salinos se representan mediante líneas discontinuas. Se señalan con un 
asterisco y con letra en color verde los residuos implicados en la transmisión de la señal 
desde el sitio del 2OG alojado en la subunidad vecina. (A) NtcA “activa” de S. elongatus. 
(B) NtcA “inactiva” de S. elongatus. (C) NtcA “inactiva” de Anabaena (código PDB 3LA7). 
Se sigue la numeración de los residuos de S. elongatus con el propósito de poder 
comparar mejor los tres paneles. Se han eliminado varios elementos de NtcA por 
claridad. 
 
Dichos aumentos de distancia entre ambas hélices F responden a 
cambios en la orientación respectiva de las largas hélices C que 
constituyen el espinazo del dímero, y cuyo extremo C-terminal se 
encuentra sólidamente fusionado al dominio C-terminal de unión al DNA 
(Fig. 57). En la forma activa se da un movimiento de la hélice C, relativa 
a su posición en las formas inactivas, de modo que dicha hélice de una 
subunidad se desplaza hacia la subunidad vecina, deslizándose sobre el 
eje binario, que en la forma inactiva de Anabaena es aproximadamente 
paralelo a los ejes de ambas hélices C. En cambio, en la forma inactiva de 
S. elongatus las hélices C divergen del eje binario por su extremo C-
terminal (Fig. 56). Estos cambios en las posiciones de las hélices C en las 
formas inactivas sin duda reflejan la ausencia de unión de 2OG a ambas 
hélices C, e involucran a interacciones mediadas por elementos del 
dominio sensor de unión a 2OG, que incluyen la larga horquilla β4-β5. 
Hay que señalar que en otros factores de transcripción de esta familia se 
ha identificado dicha horquilla β4-β5 como un sitio de unión de la 
subunidad sigma de la RNA polimerasa (112, 161, 162). Esta horquilla 
experimenta importantes cambios de orientación dependiendo de que el 
enzima esté o no activado (Fig. 54D). De hecho, dicha horquilla media 
interacciones directas con el extremo C-terminal de la hélice C de la 
subunidad vecina que no están presentes en la forma no activada por 2OG 
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(Fig. 57A). En particular, presenta interés la interacción de la Arg55 de 
esta horquilla con el grupo carboxilato del glutámico 133 de la penúltima 
vuelta de la hélice C de la otra subunidad en las formas inactivas (Fig. 
56B,C), mientras que este puente salino se ve sustituido por otro con el 
glutámico 137, en la última vuelta de la hélice, cuando el enzima es 
activado por 2OG (Fig. 57A). A su vez, el 2OG forma un puente de 
hidrógeno con el carboxilato del glutámico 133 (cuyo pK puede 
predecirse (163) en la estructura como muy alto), desplazándolo de la 
unión con la horquilla, que así queda liberada para adoptar la posición 
competente de la forma activa. Otro cambio crucial inducido por 2OG es 
el desplazamiento de la tirosina 89, perteneciente al dominio sensor, la 
cual llena plenamente el sitio del 2OG en la forma inactiva de Anabaena 
y parcialmente en la forma inactiva de S. elongatus (en la que el 2OG se 
une aberrantemente). El O fenólico de dicha tirosina también participa en 
un puente de hidrógeno con el glutamato 133 de la hélice C de la 
subunidad vecina en las formas inactivas y con el 137 en las activas (Fig. 
57).  
En resumen, parece posible afirmar que la unión de 2OG, al 
resultar en cambios en la red de interacciones entre una y otra subunidad a 
través de las hélices C, y en particular al formar el efector puentes con 
ambas hélices, las ancla a la pared opuesta del barril β que constituye el 
sitio de unión del 2OG, induciendo cambios en la orientación de ambas 
hélices interfaciales que se transmiten y amplifican en sus extremos C-
terminales, a los que se encuentran rígidamente unidos los dominios de 
unión al DNA. Por otra parte, la observación de que la unión de PipX a 
NtcA requiere necesariamente de la presencia de 2OG, demostrado en 
experimentos con las proteínas de S. elongatus mediante SPR (60), casa 
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muy bien con la observación de que la horquilla β4-β5 de una subunidad 
de NtcA en su conformación activa interacciona con la hélice C-terminal 
de la otra subunidad, hélice que a su vez participa de forma importante en 
las interacciones con el coactivador PipX.  
 
2.3.2 Unión de NtcA al DNA y especificidad de secuencia. 
Aunque la estructura del complejo NtcA-DNA no forma parte de este 
trabajo de tesis, la similitud estructural de NtcA y de CRP activas, y la 
determinación previa de la estructura del complejo de CRP con el DNA, 
en la que 11 de los 13 residuos que contactan al DNA en CRP (110, 111, 
164-166) están conservados o reemplazados conservadoramente en NtcA 
(Fig. 58A), sugieren que CRP y NtcA deberían unir y doblar el DNA de 
forma similar. De acuerdo con la fuerte conservación de los residuos de 
interacción está la elevada similitud de las secuencias de DNA 
reconocidas por ambos factores de transcripción (98, 99, 111). El cambio 
de un par G:C por un par A:T en la secuencia de DNA reconocida por 
NtcA relativa a la reconocida por CRP se explica por la incorporación en 
NtcA de una valina (V187) en la posición correspondiente a E181 de CRP 
(Fig. 58B y C). En CRP, E181 establece un puente de hidrógeno aceptor 
con el grupo 4-amino de la citosina (110, 111) mientras que en NtcA la 
timina del par reconocido A:T no puede formar tal enlace, y en su lugar, 
V187 proporciona un entorno hidrofóbico apropiado para acomodar el 
grupo 5-metilo de la timina. 
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Fig. 58. Modelo de cómo reconocería NtcA específicamente la secuencia en el DNA 
basado en la superposición de la forma activa de NtcA sobre el complejo CRP-DNA 
(código PDB 1J59), mostrado en (B). Observar para NtcA (C) el reemplazo del par de 
bases G7:C7* de la secuencia reconocida por CRP por el par de bases A7:T7* 
(numeración  como para CRP), y el reemplazo concomitante de E181 de CRP, que 
interacciona con el N de C4 del anillo de la C7* (la interacción se ilustra con una línea 
discontinua), por V187 de NtcA, que podría acomodar el grupo metilo de C5 de la T7*. 
 
 2.3.3 Comparación con otros miembros de la familia 
CRP/FNR de factores de transcripción. El estado actual de los 
conocimientos en la familia CRP/FNR indica (104, 112, 161, 162) que la 
activación de la transcripción depende de la unión específica del factor de 
transcripción al DNA, lo que sucede para la conformación activa del 
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factor de transcripción, seguido de la interacción con la RNA polimerasa 
(RNAP).  
 
Fig. 59. Estructuras de miembros de la familia CRP/FNR en su forma activa, en 
representación de cintas. Una subunidad en cian y la otra en verde. (A) NtcA de S. 
elongatus (B) NtcA Anabaena [PDB 3LA2;(160)]. (C) CprK [PDB 3E6C; (167)] (D) CLP 
[PDB 3IWZ; (168)] (E) CRP de M tuberculosis [PDB 3I54; (169)] (F) CRP de E. coli [PDB 
1CGP; (110)] (G) SdrP [PDB 2ZCW; (170)] (H) PrfA [PDB 2BGC; (171)] (I) CooA [PDB 
2HKX;(172)]  
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NtcA y la mayoría de estos factores de transcripción activan 
promotores canónicos de clase II (sitio centrado a –41.5 nucleótidos del 
lugar de inicio de transcripción), en los que la proteína establece tres 
conjuntos de interacciones proteína-proteína con la RNAP (Fig. 11), 
reclutando a la RNAP al lugar de inicio de transcripción del gen e 
induciendo la producción de complejos abiertos transcripcionalmente 
activos con la RNAP. La superposición de las estructuras conocidas de 
miembros de la familia CRP de factores de transcripción en conformación 
activa que incluye además de a CRP (de E. coli y Mycobacterium 
tuberculosis), a CprK, PrfA, CooA, SdrP, CLP (106, 107, 167-172) y 
ahora a NtcA [presente tesis y (151, 160)], revela que todos poseen 
esencialmente la misma conformación activa (Fig. 59), lo que refleja la 
necesidad de reconocer el DNA diana y a la RNA polimerasa por un 
único mecanismo común para todas ellas. Sin embargo, como ocurre con 
NtcA, sus conformaciones inactivas (Fig. 60) (establecidas para CRP de 
E. coli y M. tuberculosis, Cprk, PrfA y CooA), presentan diversidad 
estructural (108, 109, 167, 171, 173-175), lo que refleja relajación por 
carencia de limitaciones funcionales, siendo su característica común el ser 
incapaces de interaccionar con DNA y/o ayudar a reclutar a la RNAP. 
Para varios de estos factores de transcripción, como NtcA, CRP o 
CprK, su forma activa está inducida por una molécula pequeña activadora 
que ocupa una posición topográficamente equivalente en la estructura. En 
el caso de NtcA, el 2OG se superpone parcialmente con el azúcar y el 
fosfato del cAMP de CRP y parte de los residuos de unión de ambos 
ligandos están conservados (Fig. 43B), aunque otra parte de los residuos 
del sitio difieren, adecuándose a las características químicas y 
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estructurales de cada ligando, como es el caso de F88 e Y89 en NtcA, que 
sustituyen a S83 y A84 de CRP (Fig. 43B). 
 
Fig. 60. Estructuras de miembros de la familia CRP/FNR en forma inactiva, en 
representación de cintas. Una subunidad en cian y la otra en verde. (A) NtcA de S. 
elongatus (B) NtcA de Anabaena [PDB 3LA7; (160)]. (C) PrfA [PDB 2BEO; (171)] (D) 
CRP de M tuberculosis [PDB 3D0S; (173)] (E) CRP de E. coli [PDB 2WC2; (109)] (F) 
CRP de E. coli [PDB 3HIF; (108)] (G) CooA [PDB 1FT9; (175)] (H) CprK [PDB 3E5Q; 
(167)] (I) CprK [PDB 3H3U; (174)] 
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 En CRP, el cAMP promueve la transición desde la forma inactiva 
a la activa (“inducción”) al influir, en primera instancia, en la 
conformación de αC a través de sus interacciones con los residuos T127 
de αC de una subunidad y S128* de la αC de la subunidad vecina (108, 
109). En NtcA, R128 podría desempeñar el mismo papel que T127 de 
CRP, siendo el equivalente a S128* de CRP (el residuo que contacta la 
adenina del cAMP) un residuo más largo, E133*, que cumple con la 
necesidad de unir un ligando más pequeño (2OG comparado con el 
cAMP) (Fig. 43B). Pese a la semejanza de unión del ligando entre CRP y 
NtcA, el mecanismo por el que estos ligandos activan podría no ser 
idéntico. A excepción de NtcA, todos los miembros de la superfamilia 
CRP/FNR parecen compartir un mecanismo de activación basado en la 
rotación de los DBDs, que cambian la posición de las hélices de 
reconocimiento de DNA, que en algunos casos están ocultas al solvente 
en la forma inactiva (108, 175), resultando en incapacidad del factor de 
unirse al DNA (176-180). Por el contrario, en las formas inactivas de 
NtcA la hélice de reconocimiento permanece expuesta, aunque en una 
localización inadecuada para que ambas hélices del dímero interaccionen 
con la secuencia específica del DNA reconocida por NtcA. Quizá el 
hecho de que las hélices permanezcan expuestas en las formas inactivas 
de NtcA, explica por qué este factor de transcripción puede unirse al 
DNA en ausencia de 2OG (102, 104), aunque esta unión no se acompaña 
de activación transcripcional. Esta diferencia entre CRP y NtcA se explica 
porque NtcA contiene constitutivamente un cambio de secuencia con 
respecto a CRP que cuando se introduce en CRP y en su homólogo PrfA 
resulta en exposición de la hélice de unión a DNA en ausencia de cAMP 
y en activación constitutiva. Se trata de las mutaciones activantes A144T 
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de Crp (176) o G145S de PrfA (171), localizadas en αD, cerca de la 
bisagra entre el EBD y el DBD, que afectan a residuos que interaccionan 
con otros de la conexión EBD-DBD, evitando la libre rotación del DBD y 
su ocultación en ausencia de cAMP. En NtcA el residuo correspondiente 
es ya una serina, S146, que interacciona con D143, anclándose αD a la 
conexión EBD-DBD, favoreciendo la conformación expuesta del DBD de 
NtcA (Fig. 57), quizá explicando la mayor capacidad de NtcA inactiva de 
unir DNA en ausencia del efector, ya que las hélices de reconocimiento 
están siempre expuestas al solvente. Este hecho está de acuerdo con un 
mecanismo de activación de NtcA no basado en la reorientación de los 
DBD, como en CRP, sino en cambios en las orientaciones relativas de las 
αC e incremento de la distancia entre sí de las hélices de reconocimiento 
(ver apartado 2.3.2 de la Discusión). También justifica por qué el 2OG 
incrementa poco la afinidad de NtcA por el DNA (102-104).  
Sin embargo, y pese a unirse al DNA, en ausencia de 2OG, NtcA 
es transcripcionalmente inactiva. Esto se puede explicar a varios niveles; 
primero, porque la unión de 2OG por NtcA debe ser necesario para la 
interacción específica de NtcA con los dos medios sitios del palíndrome 
simultáneamente (que es necesario para reclutar a la RNAP exactamente 
al lugar de inicio de transcripción); segundo, y una vez NtcA se ha unido 
al DNA, por la imposición de una cierta orientación relativa de las 
subunidades en el dímero de NtcA, debido a la necesidad de NtcA de 
interaccionar con la RNAP usando ambas subunidades; y tercero, porque 
el posicionamiento de la horquilla β4-β5 en respuesta a la unión del 
efector puede ser importante para la interacción de NtcA con la RNAP.  
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2.4 Estructura del complejo NtcA-PipX. Coactivación de la 
transcripción por PipX 
Como ya se ha comentado previamente, ni NtcA (comparado con 
la NtcA con 2OG) ni PipX (comparada con la PipX en complejo con PII) 
experimentan grandes cambios al formar el complejo NtcA-PipX. Dada 
esta unión del tipo llave-cerradura a NtcA activa, PipX no sería capaz de 
unirse a la forma inactiva del dímero de NtcA descrito aquí, ni tampoco a 
una eventual forma inactiva como la descrita para Anabaena (160), 
desplazando de esta forma el equilibrio en favor de la conformación 
activa de NtcA. Este hecho explica además por qué la unión de PipX a 
NtcA depende de los niveles de 2OG, ya que 2OG favorece la 
conformación activa de NtcA, que es la que se une a PipX (60).  
Además de estabilizar la conformación activa de NtcA, PipX 
podría también activar la transcripción mediada por NtcA al proporcionar 
contactos extra con la RNAP. Esta propuesta se deriva de la observación 
de que cuando se superimponen los complejos PipX-NtcA y CRP-DNA-
αCTD (αCTD, α subunit C-Terminal Domain de la RNAP) (141) al 
superponer NtcA y CRP, PipX cae cerca de αCTD sin ningún 
impedimento estérico, siendo factible el establecimiento de contactos 
mutuos (Fig. 61). La posibilidad de unión de PipX al DNA es improbable, 
ya que esta superimposición indica que PipX estaría a más de 25 Å del 
DNA y además, experimentos de SPR del grupo del Dr Forchhammer (U. 
Tübingen) (151) que demostraron la unión de NtcA al promotor de glnA, 
no demostraron la unión de PipX a este promotor en ausencia de NtcA.  
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Fig. 61. Modelo del complejo PipX-NtcA (en representación de superficie) con DNA y el 
dominio α-CTD de la RNAP (en cintas, rojo), que resulta de superponer el complejo 
PipX-NtcA al complejo CRP-DNA-α-CTD [código de PDB 1LB2, (141)]. NtcA y PipX 
coloreados como en la Fig. 44. 
 
Sin embargo, la mayoría (78%) de la superficie de PipX, que 
incluye una capa del sándwich β, y ambas α-hélices, permanecen 
expuestas en el complejo con NtcA (Fig. 44) y también en el complejo 
con PII (Fig. 28). De esta forma, la PipX unida a NtcA ofrece 
oportunidades de interacción con otros componentes potenciales o 
reguladores del complejo transcripcional, incluyendo la RNAP, como ya 
he comentado anteriormente. En esta línea, si asumimos que NtcA se une 
al DNA tal como lo hace CRP en los promotores de clase II activados por 
CRP (101, 112, 113), lo que viene apoyado por el hecho de que al igual 
que CRP, el sitio para NtcA en el DNA está centrado en posición -41.5 (2, 
112), podría construirse un modelo estructural plausible del complejo 
NtcA-PipX-RNAP-promotor (Fig. 62).  
En dicho modelo, una subunidad de PipX se colocaría entre el 
factor de transcripción y la RNAP, posiblemente contactando 
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simultáneamente las subunidades αCTD, σ, β’ y ω de la RNAP, con las 
hélices C-terminales de PipX desempeñando un importante papel en la 
interacción. Dada la naturaleza móvil de la hélice C-terminal (como se 
muestra en el complejo PII-PipX), esta hélice podría extenderse y reclutar 
otros factores adicionales. 
 
 
Fig. 62. Modelo de cómo podría interaccionar el complejo NtcA-PipX con la RNAP 
completa. Vista estereoscópica del modelo (ver Material y Métodos) en representación 
de cintas. NtcA y PipX en azul y verde respectivamente. Se señaliza la ubicación de cada 
una de las subunidades de la RNAP y de NtcA y PipX con letras del mismo color que el 
utilizado para cada una de ellas en la representación de cintas. También se resalta la 
posición de los sitios -35 y -10 en el promotor. 
 
 
3. Control global del metabolismo carbono:nitrógeno por PII 
en cianobacterias y observaciones finales 
 
 En cianobacterias, al igual que en el resto de procariotas, y 
también en plantas, la proteína PII ejerce un papel clave en el control 
global del metabolismo carbono:nitrógeno, también integrando a su vez 
señales de abundancia de energía (1, 3, 6). El trabajo presentado en esta 
tesis, realizado con las proteínas PII, NAGK, PipX y NtcA de la 
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cianobacteria modelo S. elongatus permite entender cómo PII regula la 
actividad de enzimas y la expresión de cientos de genes en cianobacterias. 
Dado que también en otros organismos realiza funciones semejantes y 
que el mecanismo por el cual se regula la función de PII por 2OG y 
ATP/ADP parece universal al influir sobre la forma del lazo T, y por 
consiguiente modulándose la interacción con sus dianas, el conocimiento 
estructural de estos sistemas en cianobacteria probablemente pueda tener 
implicaciones para entender la función de PII en otros organismos o 
sistemas.  
 En los dos complejos de PII presentados en esta tesis, el lazo T 
presenta dos conformaciones diferentes a pesar de no tener ningún 
ligando unido excepto su proteína diana. Sin embargo el lazo T observado 
en el complejo con NAGK presenta la misma conformación replegada 
que en las PIIs aisladas con MgATP unido (32). En el complejo con PipX, 
el lazo T se encuentra extendido asemejándose al del complejo con 
AmtB, que posee ADP unido (36, 44), lo cual no sorprende si tenemos en 
cuenta que en los ensayos de unión in vitro se demuestra que el MgATP y 
ADP favorecen la formación de los complejos PII-NAGK (62) y PII-PipX, 
respectivamente. De hecho, en los cristales de los complejos PII-NAGK 
de A. thaliana (23) y PII-PipX de Anabaena sp. (34), PII lleva unido 
MgATP y ADP, respectivamente. Por tanto, la formación de ambos 
complejos, pese a producirse a bajas concentraciones de nitrógeno, no es 
coincidente en cuanto a las condiciones energéticas se refiere, estando 
favorecida la formación del complejo con NAGK cuando la carga 
energética es alta, mientras que el complejo con PipX se favorecería por 
una carga baja de energía. 
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 De la estructura del complejo PII-PipX es reseñable el 
descubrimiento en PII de una larga cavidad formada entre los lazos T y el 
cuerpo de PII la cual ofrece la posibilidad de "capturar" proteínas y ocultar 
grupos de interacción como en el caso de PipX. Esta posibilidad quizá 
explicaría alguno de los procesos en los cuales se sabe que PII está 
implicado pero en los que no se ha encontrado interacción directa de PII 
con la proteína regulada en última instancia, como pueden ser por 
ejemplo el enzima nitrato reductasa y el transportador nitrato/nitrito (48, 
50). Estas y otras muchas cuestiones concernientes al control por PII 
quedan todavía por dilucidar, no solo en cianobacterias sino también en 
otros organismos. Por otra parte, se desconoce si el complejo PII-PipX 
pudiera tener funciones que no tienen separadamente sus componentes 
aislados. En cuanto a PipX sería deseable el aclarar si hay otras proteínas 
desempeñando papeles similares a los de PipX en organismos donde PipX 
no está presente. Esta posibilidad parece plausible, dado que PipX 
contiene en su estructura el altamente extendido dominio de tipo Tudor y 
se sitúa en el complejo con NtcA en un lugar que corresponde con 
bastante exactitud al espacio existente entre CRP y CTDRNAP en el 
complejo DNA-CRP-CTDRNAP de E. coli (141), reflejando la importancia 
de buscar proteínas que puedan tener una semejanza funcional con PipX 
en otros grupos taxonómicos y de explorar más interacciones de PipX en 
cianobacteria. 
 Por último y respecto a la activación transcripcional por NtcA o 
NtcA-PipX, todavía quedan muchas incógnitas por resolver, y varios de 
los aspectos comentados en la discusión de esta tesis deben someterse a 
prueba experimental mediante la resolución de diversas estructuras 
cristalinas de NtcA y NtcA-PipX en presencia de DNA y mediante 
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ensayos funcionales. Por ello, están en marcha en nuestro grupo 
experimentos en esta dirección que ya han dado sus primeros resultados y 
que confiamos poder publicar pronto. 
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1. La estructura de la N-acetilglutamato quinasa (NAGK) de 
Synechococcus elongatus es muy similar a las otras dos estructuras 
conocidas anteriormente de NAGKs inhibibles por arginina. Forma un 
anillo hexamérico con arquitectura de trímero de dímeros 
2. Hemos determinado la estructura tridimensional del complejo 
formado entre la proteínas PII y la NAGK de Synechococcus elongatus. 
Dos trímeros de PII se asocian a un hexámero de NAGK con sus ejes 
ternarios alineados, y con los trímeros de PII asentándose en caras 
opuestas del anillo de NAGK.  
3. PII activa a NAGK al promover la conformación de alta afinidad 
del sitio para el sustrato acetilglutamato, induciendo una conformación de 
baja afinidad para el sitio del inhibidor arginina, y favoreciendo la forma 
contraída del anillo de NAGK en la que este enzima es catalíticamente 
activo. Este es el primer ejemplo a nivel estructural de cómo PII es capaz 
de regular la actividad de enzimas. 
4. Hemos dado los primeros pasos para comprender cómo PII es 
capaz de regular la expresión génica, al determinar la estructura 
tridimensional de los complejos PII-PipX y NtcA-PipX de la cianobacteria 
Synechococcus elongatus. Un trímero de PII interacciona con tres 
subunidades de PipX, que forman un trímero sobre la superficie de PII, 
mientras que un dímero de NtcA lo hace con dos monómeros de PipX. La 
cara de interacción de PipX es la misma en ambos complejos, lo que 
explica que PII regule la expresión génica secuestrando a PipX, co-
activador del factor de transcripción NtcA. 
5. Los lazos T de PII desempeñan un papel clave tanto en la 
interacción con NAGK como en la interacción con PipX. En el complejo 
con NAGK adoptan una conformación flexionada diametralmente 
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diferente a la del lazo T en el complejo de PII con el canal de amonio 
AmtB. En el complejo con PipX los lazos T de PII presentan una 
conformación extendida similar pero no idéntica a la de los lazos T de PII 
en complejo con AmtB.  
6. Hemos determinado la estructura tridimensional del factor de 
transcripción NtcA de Synechococcus elongatus unido a su activador 
alostérico 2OG, en formas activa e inactiva. NtcA es un dímero muy 
parecido al del factor de transcripción CRP, con cada subunidad dividida 
en un dominio sensor y en un dominio de unión a DNA.  
7. Hemos aclarado el mecanismo por el cual el 2OG activa a NtcA 
y comprendemos ahora, en base a lo que se conocía previamente de su 
proteína homóloga CRP y de ella misma, cómo NtcA con 2OG unido 
activa la transcripción.  
8. Hemos aclarado la estructura de la proteína PipX, consistente en 
un módulo de tipo Tudor de unión proteína-proteína y dos α-hélices C-
terminales.  
9. Hemos explicado por qué PipX se disocia de PII a altas 
concentraciones de 2OG y por qué en estas condiciones de pobreza de 
nitrógeno se favorece su interacción con NtcA. 
10.  Hemos aclarado por qué la unión de PipX a NtcA co-activa la 
transcripción mediada por este factor de transcripción, al estabilizar la 
conformación activa de NtcA y posiblemente ayudando a NtcA a reclutar 
a la RNA polimerasa. 
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Parte de este trabajo realizado y el cual presento en esta tesis, se ha 
reflejado en tres artículos de los cuales soy primer autor. Además y 
aunque no directamente relacionados con esta tesis, dos artículos que han 
contado con mi participación, uno de ellos como primer autor, se han 
publicado durante mi estancia en el laboratorio en el cual he realizado mi 
formación predoctoral. Estas son las referencias de estos artículos 
publicados: 
 
A) Publicaciones de este trabajo de tesis: 
1- Llácer JL, Contreras A, Forchhammer K, Marco-Marín C, Gil-Ortiz 
F, Maldonado R, Fita I, Rubio V. The crystal structure of the complex 
of PII and acetylglutamate kinase reveals how PII controls the storage 
of nitrogen as arginine. Proc Natl Acad Sci U S A (2007) 104:17644-
17649. [Se hizo una reseña de este trabajo en el Editor's choice de la 
revista Science (2007) 318:888].  
2- Llácer JL, Fita I, Rubio V. Arginine and nitrogen storage. Curr Opin 
Struct Biol. (2008) 18:673-681. 
3- Llácer JL, Espinosa J, Castells MA, Contreras A, Forchhammer K, 
Rubio V. Structural basis for the regulation of NtcA-dependent 
transcription by proteins PipX and PII. Proc Natl Acad Sci U S A 
(2010) 107:15397-15402. 
 
B) Otras publicaciones en las que ha participado el autor de esta tesis: 
1- Fernández-Murga ML, Gil-Ortiz F,  Llácer JL, Rubio V.  Arginine 
biosynthesis in Thermotoga maritima: characterization of the arginine-
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